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KEKÄLÄINEN, NINA: Kalan Kir2-kanavien ekspressionopeuden määrittäminen epitooppi-
markkerilla (HA-Tag) 




Solukalvon ionikanavien kautta kulkevat ionivirrat muodostavat sydänlihassolun aktiopoten-
tiaalin, joka johtaa sydänlihassolun supistumiseen. Ionikanavakoostumuksen muutos solukal-
volla muuttaa sydänlihassolujen aktiopotentiaalin muotoa ja koko sydämen toimintaa. Lisään-
tyneestä tutkimuksesta huolimatta ionikanavien kuljetuksesta solukalvolle ja siihen liittyvistä 
mekanismeista tiedetään melko vähän. 
Tämän pro gradun tavoitteena oli lisätä tietämystä Kir2.1- ja Kir2.2-kanavien kalvolle siir-
tymisestä, määrittämällä kanavien ekspressionopeus epitooppimarkkerin (HA-Tag) avulla. 
Lisäksi haluttiin selvittää liitetyn markkerin mahdollinen vaikutus kanavien toimintaan. HA-
Tag liitettiin molekyylibiologian menetelmillä kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) Kir2.1- ja 
Kir2.2-kanavaproteiineja koodaaviin geeneihin, minkä jälkeen tuotetut geenit siirrettiin nisä-
kässoluihin (HEK293E). Epitooppimerkittyjen Kir2.1HA- ja Kir2.2HA-kanavien siirtymistä 
nisäkässolujen solukalvolle havainnoitiin 12, 24 ja 48 tuntia geenisiirron jälkeen immunofluo-
resenssivärjäyksen ja fluoresenssimikroskopian avulla. Lisäksi mitattiin kanavien sähköfysio-
logisia ja farmakologisia vasteita patch-clamp -menetelmällä. Immunofluoresenssikokeissa 
havaittiin ajallinen ero Kir2.1HA- ja Kir2.2HA-kanavien ekspressiossa (P < 0,05). Kir2.1HA-
kanavia voitiin havaita HEK293E-solujen solukalvolla jo 12 tuntia geenisiirron jälkeen, mutta 
Kir2.2HA-kanavia vasta 24 tunnin kuluttua geenisiirrosta. Sähköfysiologisissa kokosolumit-
tauksissa epitooppimerkittyjen kanavien konduktanssit (Kir2.1HA 0,17 ± 0,0053 nS ja 
Kir2.2HA 2,08 ± 0,50 nS) erosivat selvästi villityypin kanavien konduktansseista (Kir2.1 9,98 
± 1,75 nS ja Kir2.2 8,29 ± 0,61 nS) (P < 0,05). Vaikka HA-Tag:n lisäys kirjolohen Kir2.1 ja 
Kir2.2-kanaviin vaikutti kanavien sähköfysiologisiin vasteisiin, se ei häirinnyt kanavien kulje-
tusta solukalvolle. Kokonaisista soluista ja yksittäisistä kanavista mitattujen virtojen avulla 
lasketuissa solukalvolle siirrettyjen kanavien määrissä ei ollut eroa Kir2.2HA:n ja villityypin 
kanavien välillä. 
Tässä pro gradussa saadut tulokset lisäävät näyttöä siitä, että Kir2.1- ja Kir2.2-kanavien 
siirto solukalvolle tapahtuu eri mekanismeilla. Immunofluoresenssikokeissa havaittu 
Kir2.2HA:n viivästynyt siirto viittaa kanavien erilaiseen kuljetukseen ja Kir2.2-kanavien 
mahdolliseen varastointiin. Lisäksi, aikaisemmista tutkimuksista poiketen, epitooppimarkkeri 
HA-Tag:n havaittiin vaikuttavan Kir2-kanavien toimintaan.  
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Action potential of cardiomyocytes are formed by ion currents conducted through the ion 
channels of the cell membrane. This leads to contraction of myocytes. Change in the ion 
channel composition leads to changes in action potential and cardiac function. Despite of 
increasing research, little is known about mechanisms of ion channel trafficking that underlies 
the transfer of the ion channels to the cell membrane. 
The aim of this study was to increase the knowledge about the ion channel trafficking by 
defining the expression rate of epitope-tagged (HA-Tag) Kir2.1 and Kir2.2 channels, and 
determine the possible influence of the HA-Tag to the channel function. HA-Tag was added 
to Kir2.1 and Kir2.2 genes of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) using molecular biology 
methods. These Kir2.1HA and Kir2.2HA genes were transfected to mammalian cell line 
(HEK293E) where trafficking of channels to the cell membrane were observed 12, 24 and 48 
h after transfection using immunofluorescence staining and fluorescence microscopy. 
Additionally, electrophysiological and pharmacological responses of the channels were 
measured using patch-clamp method. According to immunofluorescence assay, the rate of 
expression in the cell membrane differs between Kir2.1HA and Kir2.2HA (P < 0,05). 
Kir2.1HA channels were observed in the cell surface of the HEK293E after 12 h while 
Kir2.2HA channels were observed after 24 h from transfection. Electrophysiological 
recordings showed differences in whole cell conductance between epitope-tagged (Kir2.1HA 
0,17 ± 0,0053 nS, Kir2.2HA 2,08 ± 0,50 nS) and wild-type (Kir2.1 9,98 ± 1,75 nS, Kir2.2 
8,29 ± 0,61 nS) channels (P < 0,05). Although insertion of HA-Tag influenced to the 
electrophysiological responses of the rainbow trout Kir2.1 and Kir2.2 channels, it had no 
effect to the channel trafficking. Based on whole cell and single cell recordings, the amount of 
Kir2.2HA and wild type channels in the cell membrane had no difference. 
 Combining these findings to former studies it is likely that Kir2.1 and Kir2.2 are 
transported to the cell membrane by different mechanisms. Delayed expression of Kir2.2HA 
observed in immunofluorescence assay suggest differences between channel trafficking and 
possible storage of Kir2.2 inside the cell. Additionally, contrary to former studies insertion of 
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Sydän toimii verenkiertoelimistön pumppuna, jonka supistumiskyky perustuu tahdistinsolujen 
muodostamien sähköisten impulssien eli aktiopotentiaalien leviämiseen sydänlihaksessa (Mo-
yes & Schulte 2008). Aktiopotentiaalit johdetaan sydämen johtoratajärjestelmää pitkin eteis- 
ja kammiosoluihin, joiden solukalvojen sähköiset muutokset johtavat solujen supistumiseen. 
Solukalvon sähköinen toiminta perustuu ionikanavien kautta kulkeviin, solukalvoa positiivi-
semmiksi tai negatiivisemmiksi tekeviin ionivirtoihin (kuva 1). Yksi repolarisoivista ionivir-
roista on sisäänpäin suuntaava ionivirta IK1, joka kulkee Kir2-proteiineista muodostuneiden 
kalium-kanavien kautta (Lopatin & Nichols 2001, Hibino et al. 2010). Kaliumin käänteispo-
tentiaalia negatiivisemmilla arvoilla kaliumionit virtaavat kanavien kautta voimakkaasti solun 
sisään ja käänteispotentiaalia positiivisemmilla arvoilla pieni määrä kaliumia virtaa solusta 
ulos. Tällä solusta ulos kulkevalla virralla on tärkeä merkitys sydänsolujen toiminnan kannal-
ta, sillä se ylläpitää lepopotentiaalia ja aktiopotentiaalin tasannevaihetta sekä nopeuttaa ak-
tiopotentiaalin loppuvaiheen palautumista kohti lepopotentiaalia (Shimoni et al. 1992, Lopatin 
& Nichols 2001). 
 
Kuva 1. Sydänlihassolun ionivirrat. Keskellä tyypillinen kammiolihassolun aktiopotentiaali, 
jonka yläpuolella kalvopotentiaalia depolarisoivat ja alla repolarisoivat ionivirrat (Márban 
2002). 
 
Kir2-proteiineja tunnetaan tällä hetkellä kuusi (Kir2.1-Kir2.6). Näistä neljää (Kir2.1, Kir2.2, 
Kir2.3 ja Kir2.5) on havaittu sydänlihassoluissa. Kir2.1:tä on raportoitu esiintyvän useiden 
selkärankaisten lajien sydänlihassoluissa (Kubo et al. 1993, Raab-Graham et al. 1994, Taka-
hashi et al. 1994, Liu et al. 2001, Preisig-Müller et al. 2002, Zaritsky et al. 2001, Zobel et al. 
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2003, Dhamoon et al. 2004, Hassinen et al. 2007). Kir2.2- ja Kir2.3-proteiineja selkärankaisil-
la on havaittu vaihtelevasti (Liu et al. 2001, Zaritsky et al. 2001, Zobel et al. 2003, Dhamoon 
et al. 2004, Hassinen et al. 2007). Kir2.5-proteiinia on löydetty tällä hetkellä ainoastaan kalan 
sydänlihassoluista (Hassinen et al. 2008). Rakenteeltaan Kir2-kanavat ovat tyypillisiä tetra-
meerisia Kir-kanavia, koostuen neljästä Kir2-proteiinista, joista kukin sisältää kaksi solukal-
von läpäisevää domeenia, niitä yhdistävän alueen (H5) sekä sytoplasmiset amino- ja karbok-
syylipäät (kuva 2) (Kubo et al. 1993, Hibino et al. 2010). Vaikka Kir2-kanavat ovat rakenteel-
taan ja perustoiminnoiltaan (kalium-spesifisyys ja sisäänpäinsuuntaavuus) hyvin samanlaisia, 
niiden useissa ominaisuuksissa, mm. sähkönjohtavuudessa ja aukioloajoissa, on havaittu suu-
ria eroja (mm. Liu et al. 2001, Panama & Lopatin 2006, Panama et al. 2010). Koska ioni-
kanavien ekspressio eli ilmeneminen sydämen eri osissa vaihtelee, aktiopotentiaalit ovat eri-
laisia eri sydänlihastyypeillä (Dhamoon et al. 2004, Landowne 2006). Myös ihmisillä esiinty-
vät sairaudet, kuten sydämen läppäviat ja eteisvärinä, muuttavat ionikanavien ilmenemistä 
lähetti-RNA- ja proteiinitasolla ja saavat aikaan muutoksia sydämen sähköisessä toiminnassa 
(Plaster et al. 2001, Gaborit et al. 2005, Priori et al. 2005). 
 
Kuva 2. Kir2-kanavien rakenne. A. Kir-alayksikön rakenne: solukalvon läpäisevät domeenit 
M1 ja M2, niitä yhdistävä alue H5 sekä amino- ja karboksyylipäät. B. Kir2.2-tetrameeri sivul-
ta, jonka alayksiköt on merkitty eri väreillä (Tao et al. 2009). Kanavan yläpuolella sijaitsee 
solunulkoinen neste, joka ympäröi kanavan solunulkoisia torneja. Ioniselektiivinen huokonen 
sijaitsee kanavan solukalvon läpäisevässä osassa, joka sijoittuu lähes kokonaan solukalvon 
(musta 35Å palkki) sisään. Kanavan sytoplasminen osa sijaitsee solun sisäpuolella. 
 
Kalan sydänlihassoluista on löydetty kolmea Kir2-proteiineja (Kir2.1, Kir2.2 ja Kir2.5), joi-
den ilmeneminen solukalvolla vaihtelee eri lämpötiloihin sopeutumisen aikana (Hassinen et 
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al. 2008). Kanavakoostumuksen vaihtelulla sydämen toimintaa voidaan muuttaa vallitseviin 
olosuhteisiin sopivaksi (Hassinen et al. 2007, Hassinen et al. 2008). Lämpötilamuutokset vai-
kuttavat näin ollen IK1:n suuruuteen ja tätä kautta aktiopotentiaalien kestoon (Paajanen & 
Vornanen 2004). Kir2-kanavakoostumuksen vaihtelu solukalvolla ei kuitenkaan aina näy so-
lun lähetti-RNA-tasolla (Gaborit et al. 2005, Hassinen et al. 2007). Tämä viittaa kanavaprote-
iinien transkription jälkeiseen säätelyyn, jonka mekanismia ei vielä täysin tunneta. Kalvolle 
siirtyminen ja varastointi solussa voisi täten toimia yhtenä kanavien ilmenemisen säätelijänä 
(Balse et al. 2012). 
Ionikanavien siirron ja siirtoon liittyvien proteiinien yhteys erilaisiin sairauksiin on lisän-
nyt mielenkiintoa kanavien siirron säätelyä kohtaan ja vauhdittanut alan tutkimusta (Balse et 
al. 2012). Lisääntyneestä tutkimuksesta huolimatta kanavien erilaisista siirtomekanismeista 
tiedetään melko vähän. Jotta solussa muodostuneiden kanavien liikkumista solun eri osien 
välillä voidaan tutkia, pitää kanavat pystyä paikantamaan. Epitooppimarkkerit ja niitä vastaan 
tuotetut vasta-aineet mahdollistavat ionikanavaproteiinien paikallistamisen ja melko pienien-
kin kanavamäärien havaitsemisen soluissa (Maue 2007). 
 
2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA HYPOTEESIT 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää Kir2.1- ja Kir2.2-proteiinien solukalvolle siirty-
mistä ja määrittää Kir2.1- ja Kir2.2-proteiinien ekspressionopeus HA-Tag-
epitooppimarkkerin avulla. Lisäksi haluttiin selvittää, vaikuttaako HA-Tag:n liittäminen ioni-
kanavan toimintaan. Näiden tavoitteiden pohjalta muodostettiin hypoteesit, joita tarkentaviin 




1. Kir2HA-kanavan solunulkoisen alueen muokkaus ei vaikuta ionikanavan toimintaan 
HEK293E-soluissa. 
a. Muokatusta geenistä tuotetaan toiminnallisia kanavia. 
b. HA-Tag:n lisäys ei vaikuta kanavan sähköfysiologisiin ja farmakologisiin vasteisiin. 
2. Kaikkia Kir2-kanavia valmistetaan ja kuljetetaan solukalvolle yhtä nopeasti ja tehokkaas-
ti HEK293E-soluissa. 
a. Kir2.1HA ja Kir2.2HA tuodaan yhtä nopeasti ja tehokkaasti solukalvolle. 
b. Kir2HA-kanavaa ja villityypin Kir2-kanavaa tuodaan kalvolle yhtä paljon.  
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3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
Tässä pro gradussa epitooppimarkkeri HA-Tag liitettiin molekyylibiologian menetelmillä 
kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) Kir2.1- ja Kir2.2- kanavia koodaaviin geeneihin, jonka 
jälkeen tuotetut geenit siirrettiin nisäkässolulinjaan (HEK293E). Kanavien siirtymistä nisä-
kässolujen solukalvolle havainnoitiin eri ajankohtina immunofluoresenssivärjäyksen ja fluo-
resenssimikroskopian avulla. Muokattujen kanavien sähköfysiologiset ja farmakologiset vas-
teet mitattiin patch-clamp menetelmällä (Hamill et al. 1981). Tutkimus toteutettiin kokonai-
suudessaan Itä-Suomen yliopiston Joensuun kampuksen biologian laitoksella. Molekyylibio-
logian ja soluviljelyn työt sekä immunofluoresenssikokeet tein itse, sähköfysiologiset kokeet 
teki yliopistotutkija Vesa Paajanen, joka toimi tämän työn pääohjaajana. Toisena ohjaajana 
toimi professori Matti Vornanen. 
 
3.1 HA-Tag -epitooppimarkkerin liittäminen kirjolohen Kir2.1- ja Kir2.2-ionikanaviin 
 
HA-Tag-epitooppimarkkerin liittäminen ionikanavaproteiineihin sisälsi kolme työvaihetta. 
Ensimmäisessä vaiheessa, ennen varsinaisia laboratoriotöitä, Kir2.2:lle oli suunniteltava HA-
Tag-mutaation paikka ja polymeraasiketjureaktioissa (PCR) tarvittavat mutaatioalukkeet. Mu-
taation ulkopuoliset alukkeet ja mutaatioalukkeet Kir2.1:lle Vesa Paajanen oli suunnitellut jo 
valmiiksi. Työn toisessa vaiheessa HA-Tag mutaatio rakennettiin Kir2.1- ja Kir2.2-DNA-
fragmentteihin PCR:n avulla. Viimeisessä vaiheessa valmistetut mutaatiofragmentit liitettiin 
Kir2.1- tai Kir2.2- geenin sisältävään kaupalliseen plasmidiin. 
 
3.1.1 HA-Tag-mutaation ja mutaatioalukkeiden suunnittelu 
 
Kir2.1- ja Kir2.2-kanavaproteiineilla solunulkoinen torniosa on lyhyt alue ensimmäisen solu-
kalvon läpäisevän domeenin (M1) ja ioniselektiivisen huokosen välillä (kuva 3a) (Tao et al. 
2009). Tällä hetkellä ei tiedetä, mikä tornien tehtävä on. On ehdotettu, että ne vähentäisivät 
huokosen suulla inhibiittorien ja kanavan välistä vuorovaikutusta. Tämä lyhyt alue sisältää 
Kir-proteiineilla muuttumattomana säilyneitä eli konservoituneita alueita, jotka vaikuttivat 
mutaation paikan valintaan. Torniosan alussa, heti M1-domeenin jälkeen, eukaryoottisilla Kir-
kanavilla on neljän aminohapon pituinen erittäin konservoitunut HGDL-
aminohapposekvenssi. Kyseisen sekvenssin ja torniosan loppupäässä sijaitsevan erittäin kon-
servoituneen kysteiinin (C128 omKir2.2:lla) välinen osa on solunulkoisesta osasta vähiten 
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konservoitunut. HA-Tag on aikaisemmin siirretty useiden lajien Kir2-kanaviin tälle alueelle 
(taulukko 1). Esimerkiksi hiiren Kir2.1:ssä aminohappojen 116 ja 117 väliin liitetty HA-Tag 
ei vaikuttanut kanavien siirtoon ja toimintaan (Ma et al. 2011, Paul A. Welling henk. tied. 
25.9.2012). Edellä mainittujen seikkojen vuoksi HA-Tag-mutaatio sijoitettiin konservoituneen 
HGDL-alueen jälkeen, omKir2.1:llä aminohappojen N113 ja D114 ja omKir2.2:lla amino-
happojen N118 ja P119 väliin. Näin ollen liitetty mutaatio sijoittui mallituksen mukaan tor-
niosan huipulle (kuva 3b), kauas ioniselektiivisestä huokosesta, jossa sen oletettiin aikaisem-
man kirjallisuuden ja mallituksen perusteella vaikuttavan mahdollisimman vähän huokosen 
normaaliin toimintaan. 
Kuva 3. HA-Tag:n sijoittaminen kirjolohen Kir2.1- ja Kir2.2-kanaviin. A. Kanan Kir2.2-
kanavan transmembraanien heliksien (M1 ja M2) välisen alueen tunnettu rakenne (Tao et al. 
2009) ja kirjolohen Kir2.1A:n ja Kir2.2A:n vastaavien aminohappojen (Hassinen et al. 2007) 
sijoittuminen rakenteeseen. Eukaryooteilla konservoitunut HGDL-sekvenssi on merkitty vio-
letilla, konservoituneet kysteiinit vihreällä ja kanavan ioniselektiiviseen suodattimeen osallis-
tuva alue oranssilla. HA-Tag (YPYDVPDYA) on sijoitettu punaisella alleviivattujen amino-
happojen väliin. B. HA-Tag:n vaikutus omKir2.1-kanavan rakenteeseen: vasemmalla om-
Kir2.1HA-kanava, jonka etummainen alayksikkö on poistettu ja oikealla omKir2.1HA-
kanavan torni, jossa keltainen rakenne kuvaa villityypin kanavan oletettua rakennetta ja val-
koinen kanavan rakennetta HA-Tag:n (sini-punainen rakenne) lisäämisen jälkeen. HA-Tag:n 




Taulukko 1. HA-Tag:n paikka omKir2-proteiineissa verrattuna aikaisempiin tutkimuksiin. 
Kanavageeni Aminohapposekvenssi Lähde 
hsKir2.1 H(110)GDLDASK---EGKACVSEVN Decher et al. 2007 
cpKir2.1 H(110)GDLDASK---ESKACVSEVN Seebohm et al. 2012 
mmKir2.1 H(110)GDLDTSK---VSKACVSEVN TS: Stockklausner & Klöcker 2003, Hofherr et al. 2005 
SK: Zerangue et al. 1999, Ma et al. 2011 
CV: Dart & Leyland 2001, Sampson et al. 2003, Ley-
land & Dart 2004 
omKir2.1A H(108)GDLEN-----DSQKCVSNVS  
rnKir2.2  H(109)GDLE-PAEGRGRTPCVLQVH Chen et al. 2002, Boyer et al. 2009 
omKir2.2A H(113)GDLDNPAGDDNFTPCVLQVN  
Keltainen: aminohapot, joiden väliin HA-Tag on liitetty 
Harmaa: konservoituneet alueet 
 
HA-Tag -mutaatiota varten Kir2.2:lle suunniteltiin neljä mutaatioaluketta (F1, F2, R1 ja R2) 
(taulukko 2). Mutaatioalukkeiden suunnittelussa huomioitiin, että mallijuostetta eli templaat-
tia vastaava (komplementaarinen) alue oli riittävän pitkä (13 – 19 emästä), jotta aluke kiinnit-
tyisi kunnolla templaatin oikeaan kohtaan. Ei-komplementaarista mutaatiosekvenssiä alukkei-
den loppuun lisättiin 8 – 13 emästä. Alukkeisiin F2 ja R2 suunniteltiin lisäksi riittävän pitkä 
komplementaarinen sekvenssi (14 emästä), jotta ne mutaatio-PCR:n kolmannessa vaiheessa 
liittyisivät tiukasti toisiinsa. Ulkopuoliset alukkeet Kir2.1:lle ja Kir2.2:lle oli suunniteltu niin, 
että ne sijaitsivat geenin restriktio- eli leikkauskohtien ulkopuolella. Ulkopuolisista alukkeista 
aluke OM22 P F0 kävi molempien kanavaproteiinien F0-alukkeeksi. Kaikki tässä työssä käy-
tetyt alukkeet (taulukko 2) valmisti TAG Copenhagen A/S (Tanska). Yritys toimitti alukkeet 
kuiva-aineina, jotka liuotettiin mukana tulleiden ohjeiden mukaisesti steriiliin veteen, 100 µM 
pitoisuuteen. Tästä kantaliuoksesta laimennettiin 10 µM käyttölaimennokset steriiliin veteen. 
 
Taulukko 2. HA-Tag –mutaatioissa käytetyt alukkeet. 
  Aluke Sekvenssi  Emästä (n) GC % Tm °C 
 
om22 P F0 * 5'-CGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGG-3' 28 57,1 63,9 
 
OM21 HA F1 5'-AGATTACGCTGACGCCCAGAAGTGTG-3' 26 53,8 63,3 
omKir2.1 OM21 HA F2 5'-ACGATGTTCCAGATTACGCTGACGC-3' 25 52 62,2 
 
OM21 P R0 5'-TGTAGCGTTGTGGCTGAACACCAGC-3' 25 56 63,9 
 
OM21 HA R1 5'-CGTATGGGTAGTTCTCCAGGTCCCCATG-3' 28 57,1 62,5 
 
OM21 HA R2 5'-ATCTGGAACATCGTATGGGTAGTTCTCCAG-3' 30 46,7 65,8 
 
om22 P F0 * 5'-CGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGG-3' 28 57,1 63,9 
 
om22 HA F1 5'-ATTACGCTCCGGCCGGAGACG-3' 21 66,7 62,6 
omKir2.2 om22 HA F2 5'-GATGTTCCAGATTACGCTCCGGCC-3' 24 58,3 63,5 
 
om22 HA R0 5'-CCAGGGGGATATACTCCCCTTCGTC-3' 25 60 62,6 
 
om22 HA R1 5'-CGTATGGGTAGTTGTCAAGGTCGCCG-3' 26 57,7 65 
 
om22 HA R2 5'-TAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTTGTCAAG-3' 32 40,6 62,3 
 
* aluke käy kaikkien Kir2-proteiinien P-luuppi- mutaatioille  
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3.1.2 Mutaation teko polymeraasiketjureaktioilla 
 
HA-Tag-mutaatio tehtiin Kir2.1- ja Kir2.2-geenien solunulkoista osaa koodaavalle alueelle 
ohjeiden (liitteet 1 ja 2) mukaan vaiheittain, neljän PCR-reaktion avulla (kuva 4). Polymeraa-
sina Kir2.1:n 1. PCR:ssa käytettiin DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase-entsyymiä (Finn-
zymes Oy, Suomi). Koska emäsjärjestyksen tarkistusvaiheessa (sekvensointi) huomattiin, että 
DyNAzyme™ EXT oli tehnyt tahattoman mutaation keskelle HA-Tag-epitooppimarkkeria 
mutaatio-PCR:n toisessa tai kolmannessa vaiheessa, Kir2.1:n seuraavat PCR-reaktiot tehtiin 
uudelleen tarkemman ja nopeamman Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase-entsyymin 




Kuva 4. HA-Tag -epitooppimarkkerin liittäminen kirjolohen Kir2.1- ja Kir2.2-geeneihin mu-
taatio-PCR:n avulla. HA-Tag -mutaatio tehtiin kanavageeneihin neljän PCR-reaktion, mutaa-
tioalukkeiden (F1, F2, R1 ja R2) ja mutaation ulkopuolisten alukkeiden (F0 ja R0) avulla. 
Ensimmäisessä PCR:ssa templaattina toimi kaupalliseen plasmidiin liitetty villityypin kana-




-Pro Cup-PCR-putkiin (Sarstedt, Saksa) ja PCR-ajot ajettiin 
Xp Thermal Cycler- (BIOER Technology CO, LTD, Kiina) tai PTC-200 Peltier Thermal Cy-
cler-laitteistolla (MJ RESEARCH, Inc, Yhdysvallat). PCR-ohjelmien lämpötiloissa huomioi-
tiin käytetty DNA-polymeraasi ja alukkeiden sulamispisteet (taulukko 2). Ajon jälkeen reak-
tiotuotteet puhdistettiin QIAquick
®
 PCR Purification Kit:llä (QIAGEN, Saksa) valmistajan 
ohjeen mukaisesti. Uuttoliuoksena käytettiin 50 µl:a steriiliä vettä. DNA-pitoisuudet mitattiin 
Nanodrop
®
 ND-1000-spektrofotometrillä (NanoDrop Technologies, Inc, Yhdysvallat). Lait-
teen nollaus tehtiin steriilillä vedellä ja mittausten näytetilavuus oli 1,5 µl. 
Ensimmäisessä PCR:ssa tehtiin kaksi reaktioseosta (A ja B), joissa mallijuosteena eli temp-
laattina toimi pcDNA™3.1zeo(+)-vektoriin (Invitrogen Corporation, Yhdysvallat) liitetty 
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kirjolohen villityypin Kir2.1A- tai Kir2.2A-geeni (omKir21A-pcDNA3.1zeo(+) tai om-
Kir22A-pcDNA3.1zeo(+), myöhemmin Kir21A- ja Kir22A-plasmidi). Käytetty vektori on 
nisäkässolulinjoille tarkoitettu ilmenemis- eli ekspressiovektori, jolla voidaan valmistajan 
mukaan tehdä pysyviä tai ei-pysyviä (transientteja), haluttua proteiinia ilmentäviä solulinjoja. 
Reaktioseokseen A pipetoitiin alukkeet F0 ja R1 (esim. Kir2.1HA-mutaatiossa OM22 P F0 ja 
OM21 HA R1) ja reaktioseokseen B alukkeet F1 ja R0 (esim. Kir2.1HA-mutaatiossa OM21 
HA F1 ja OM21 P R0). Mutaation teon seuraavassa vaiheessa (2. PCR) mallijuosteina käytet-
tiin edellisen PCR:n puhdistettuja reaktiotuotteita (A ja B). Reaktioseokseen C pipetoitiin 
mallijuosteen (A) lisäksi alukkeet F0 ja R2. Reaktioseoksessa D mallijuosteena toimi reak-
tiotuote B ja alukkeina F2 ja R0. 
Kolmannen vaiheen PCR erosi edellisistä vaiheista siten, että molempia edellisen vaiheen 
puhdistettuja reaktiotuotteita (C ja D) pipetoitiin samaan reaktioseokseen ilman alukkeita. 
Vasta lyhyen (3-4 sykliä) PCR-ajon jälkeen reaktiotuotteeseen pipetoitiin F0- ja R0-alukkeet, 
jonka jälkeen ajettiin neljäs PCR-ajo. Tämän ajon tuotteena saatiin reaktiotuote E. 
PCR:llä tuotettujen DNA-fragmenttien eli reaktiotuotteiden A, B, C, D ja E koot ja puhtaus 
tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesiajolla (AGE). Puhdistetuista fragmenteista ja molekyy-
lipainostandardista Low MW Ladder (New England BioLabs Inc, Iso-Britannia) pipetoitiin 
näytteet 0,8 % agaroosigeelille (0,4 g agaroosi (Lonza, Yhdysvallat), 50 ml 1 x TBE pH 8,3 
(89 mM Tris, 89 mM boorihappo, 2,4 mM Na2EDTA), 2,5 µl etidiumbromidi (10 mg/ml)). 
Näytteiden latauspuskurina käytettiin Gel Loading Dye Blue (6x) -puskuria (New England 
BioLabs Inc, Iso-Britannia). Geeliajolaitteistona oli EASY-CAST ™ Electrophoresis System 
(OWL Scientific, Inc, Yhdysvallat) ja ajopuskurina 1 x TBE. Geelejä ajettiin 110 V:n jännit-
teellä, 30 – 45 minuuttia. Geelit kuvattiin UV-valopöydällä Canon Power Shot G9 -kameralla 
(Canon Inc, Japani), jossa käytettiin heliopan ES 58 -UV-suodatinta (Heliopan Lichtfilter-
Technik Summer GmbH & Co KG, Saksa). Geelin perusteella tuotettujen DNA-fragmenttien 
pituudet vastasivat odotettuja emäsparimääriä ja tuotteet olivat riittävän puhtaita. 
 
3.1.3 Entsyymidigestio, digestiotuotteiden puhdistus ja ligaatio 
 
Jotta PCR:llä tuotettu, mutaation sisältävä DNA-fragmentti (reaktiotuote E) saatiin liitettyä 
plasmidiin, oli se ja plasmidi katkaistava samoilla restriktioentsyymeillä. Tuotetut Kir2.1HA- 
ja Kir2.2HA-DNA-fragmentit suunniteltiin niin, että niiden päissä, mutaatiokohdan ulkopuo-
lella, sijaitsevat katkaisukohdat leikkaaja- eli restriktioentsyymeille KasI ja HindIII. Koska 
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tuotetut DNA-fragmentit valmistettiin villityypin kanavan sisältävistä Kir21A- ja Kir22A-
plasmideista, vastaavat leikkauskohdat olivat myös plasmideissa. 
DNA-fragmentin katkaisua eli entsyymidigestiota varten eppendorf-putkeen pipetoitiin 2,5 
µg tuotettua Kir2.1HA- tai Kir2.2HA-DNA-fragmenttia. Tämän jälkeen lisättiin steriili vesi, 
jonka määrä oli laskettu niin, että reaktioseoksen lopputilavuudeksi tuli 50 µl. Seuraavaksi 
pipetoitiin 5 µl käytetyille restriktioentsyymeille sopivaa 10x NEBuffer 2 (pH 7,9) -puskuria, 
(500 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 10 mM DTT) (New England BioLabs 
Inc, Iso-Britannia) ja 0,5 µl 100x BSA:ta (10 mg/ml Bovine Serum Albumin) (New England 
BioLabs Inc, Iso-Britannia). Valmistajan mukaan KasI-entsyymi vaatii BSA:ta (naudan see-
rumin albumiini) toimiakseen kunnolla. Lopuksi lisättiin 1 µl KasI (4000 U/ml)- ja 0,5 µl 
HindIII (100 000 U/ml)-entsyymejä (molemmat New England BioLabs Inc, Iso-Britannia). 
Plasmidin digestion reaktioseos tehtiin vastaavasti, mutta DNA-fragmentin sijasta putkeen 
lisättiin 1,2 µg Kir21A- tai Kir22A-plasmidia. Reaktioseoksia inkuboitiin 4 tuntia (Kir2.1HA-
fragmentti ja Kir21A-plasmidi) tai yön yli (Kir2.2HA-fragmentti ja Kir22A-plasmidi) +38 
°C:ssa Grant QBT1-lämpöhauteella (Grant instruments Ltd, Iso-Britannia). 
Digestion jälkeen digestiotuotteet puhdistettiin. Katkaistut Kir2.1HA- ja Kir2.2HA-DNA-
fragmentit eli insertit puhdistettiin QIAquick
®
 PCR Purification Kit:llä (QIAGEN, Saksa) 
valmistajan ohjeen mukaisesti. Uuttoliuoksena käytettiin 50 µl steriiliä vettä. Katkaistut plas-
midit puhdistettiin Nanosep® Centrifugal Device 300K Omega -konsentrointiputkilla (Pall 
Corporation, yhdysvallat) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kyseiseen puhdistusmenetelmään 
päädyttiin, kun valmistajan ohjeen mukaisesti tehdyssä QIAEX
®
II Gel Extraction Kit-
geelieristyksessä (QIAGEN, Saksa) plasmidia ei saatu eluoitua irti hartsista. Puhdistettujen 
tuotteiden DNA-pitoisuudet mitattiin Nanodrop
®
 ND-1000-spektrofotometrillä (NanoDrop 
Technologies, Inc, Yhdysvallat) aikaisemmin mainitulla tavalla. 
Ligaatiossa ligaasi eli liimaaja-entsyymi liittää insertin katkaistuun plasmidiin. Näin mu-
taation sisältävä alue saadaan liitettyä takaisin ionikanavaa koodaavaan geeniin. Ligaation 
reaktioseosta varten eppendorf-putkeen pipetoitiin 4 µl Invitrogen™ 5x DNA Ligase Reaction 
Buffer-puskuria (250mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM MgCl2, 5mM ATP, 5 mM DTT, 25 % 
(w/v)polyetyleeniglykoli-8000) (Life Technologies Corporation, Yhdysvallat) sekä tarvittava 
määrä steriiliä vettä, jolla reaktioseoksen lopputilavuus saatiin tasattua 20 µl:ksi. Laimennet-
tuun puskuriin lisättiin 50 ng inserttiä (Kir2.1HA- tai Kir2.2HA) ja 50 ng katkaistua plasmidia 
(Kir21A tai Kir22A) sekä 0,2 µl Invitrogen™ T4 DNA Ligase-entsyymiä (5 U/µ) (Life Tech-
nologies Corporation, Yhdysvallat). Seoksia inkuboitiin huoneenlämmössä 70 – 85 minuuttia.  
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3.2 Kir21HA- ja Kir22HA-plasmidien siirto ja tuotto bakteerisoluissa 
 
Jotta plasmideja voitiin tuottaa, siirrettiin ligaatiossa muodostuneet HA-mutaation sisältävät 
omKir21A-pcDNA3.1zeo(+)HA-Tag- ja omKir22A-pcDNA3.1zeo(+)HA-Tag- plasmidit 
(myöhemmin Kir21HA ja Kir22HA) (liite 3) bakteerisoluihin (transformaatio). Tuottobaktee-




Kasvatusputkiin pakastetut (-80 °C) 50 mM CaCl2:iin suspensoidut E. coli DH5α-solut sula-
tettiin jäillä. Sulaneille DH5α-soluille (300 µl) lisättiin 20 µl ligaatioseosta varovasti sekoitta-
en. Bakteerisuspensiota inkuboitiin 20 minuuttia jäillä, jonka jälkeen suspensio siirrettiin 2 
minuutiksi +42 °C vesihauteelle. Vesihauteen jälkeen DH5α-soluille annettiin 15 sekunnin 
kylmäshokki jäillä ja putkeen lisättiin 1 ml lämmintä (+37 °C) LB-kasvatusliuosta (1 % Bac-
to™ Tryptone (Becton Dickinson and company, Yhdysvallat), 0,5 % hiivaekstrakti (Scharlab, 
Espanja), 0,5 % NaCl (J.T. Baker, Alankomaat)). Bakteereja kasvatettiin tasoravistelijalla 
(170 rpm) +37 °C:ssa 1 tunti. Kasvatuksesta siirrettiin 200 µl bakteerisuspensiota lämpökaa-
pissa (Heraeus B6060, Thermo Fisher Scientific Inc, Yhdysvallat) kuivatetulle LB-Agar-
Amp-maljalle, joka sisälsi LB-kasvatusliuokseen liuotettuna 1,4 % agaria (Agar bacteriologi-
que type A, Biokar Diagnostics, Ranska) ja 0,1 mg/ml ampisilliinia (Duchefa Biochemie, 
Alankomaat). Suspensio levitettiin maljalle tasaisesti liekitetyllä maljauskolmiolla. Kasvatus-
putkeen jäänyttä suspensiota sentrifugoitiin minuutin ajan 4000 rpm:n nopeudella. Putkesta 
poistettiin 750 µl supernatanttia ja bakteerit resuspensoitiin jäljelle jääneeseen supernatanttiin. 
Putken suspensio maljattiin edelliseen tapaan LB-Agar-Amp-maljalle. Maljat siirrettiin läm-
pökaappiin (+37 °C) kannet ylöspäin. Kun bakteeriliuos oli imeytynyt kasvatusalustaan, mal-
jat käännettiin ylösalaisin ja jätettiin inkuboitumaan yön ajaksi. 
 
3.2.2 Seulonta-PCR ja plasmidien eristys 
 
Seulonta-PCR:lla tarkistettiin transformaation onnistuminen eli siirretyn geenin esiintyminen 
maljalle kasvaneissa bakteeripesäkkeissä. Seulonta-PCR:ta varten tehtiin tarvittava määrä 
ohjeen mukaista reaktioseosta (liite 4). Entsyyminä reaktioseoksissa käytettiin DyNAzyme™ 
EXT DNA Polymerase (1 U/µl)-polymeraasia (Finnzymes Oy, Suomi) ja alukkeina siirretylle 
geenille sopivia F2- ja R0-alukkeita. 
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Valmistettua reaktioseosta pipetoitiin PCR-putkiin 24,5 µl/putki. Valitut pesäkkeet 
(Kir21HA: 20 pesäkettä, Kir22HA: 13 pesäkettä) poimittiin maljalta pipetinkärjen avulla. 
Kärjellä vedettiin puhtaalle LB-Agar-Amp-maljalle viiva (viivamalja), jotta pesäkkeestä saa-
tiin puhdasviljelmä jatkotoimenpiteitä varten. Loput kärjessä olevat bakteerit sekoitettiin reak-
tioseosta sisältävään PCR-putkeen templaatiksi ja PCR-ajo (31 sykliä) ajettiin ohjeen mukai-
sesti (liite 4). PCR-tuotteista valmistettiin näytteet (10 µl PCR-tuotetta + 2 µl Gel Loading 
Dye Blue (6x) -latauspuskuria (New England BioLabs Inc, Iso-Britannia)) agaroosigeelielekt-
roforeesiajoa varten. Näytteet ja 1 µl 1 kb DNA Ladder-standardia (New England BioLabs 
Inc, Iso-Britannia) pipetoitiin 0,8 % agaroosigeelille ja geeliä ajettiin 90 V jännitteellä 40 min. 
Geelien perusteella valittiin sekä Kir21HA- että Kir22HA-plasmidin tuottoa varten neljä bak-
teerikloonia, jotka geelin mukaan monistivat oikeankokoista tuotetta ja kasvoivat lisäksi puh-
taina viivamaljalla. Alukkeiden testauksen tuloksena tiedettiin, että alukepari om21 HA F2 ja 
om21 P R0 ei monista villityypin Kir2.1-geeniä, joten ainakin näillä alukkeilla monistunut 
geeni todennäköisesti sisälsi tehdyn HA-mutaation. 
Valituista bakteeriklooneista tehtiin 4 ml:n liuoskasvatukset (LB-kasvatusliuos, 50 µg/ml 
ampisilliini (Duchefa Biochemie, Alankomaat)) plasmidieristystä varten. Kasvatusputkia in-
kuboitiin yön yli tasoravistelijalla (170 rpm) +37 °C:ssa. Kasvatuksista eristettiin plasmidia 
QIAGEN
®
 Plasmid Mini Kit-kitillä (QIAGEN, Saksa) valmistajan ohjeen mukaisesti. Eris-
tyksestä saadut DNA-pelletit liuotettiin steriiliin veteen (20 µl) ja DNA-pitoisuudet mitattiin 
aiemmin mainitulla tavalla. Yhden Kir22HA-eristyksen DNA-pitoisuus oli erittäin alhainen, 
joten sen DNA-pelletti oli ilmeisesti vahingossa imetty viemäriin. Näin ollen Kir22HA-




Mutaatiotuotteiden emäsjärjestyksen tarkistus eli sekvensointi tehtiin liitteenä olevan ohjeen 
mukaisesti (liite 5). Sekvensoinnin ensimmäisessä vaiheessa plasmidieristyksistä ajettiin sek-
vensointi-PCR:t. Jokaisesta eristyksestä tehtiin PCR-ajoa varten kaksi eri reaktioseosta ohjeen 
pipetointikaavion mukaisesti. Toiseen seokseen pipetoitiin siirretylle geenille sopiva F0- ja 
toiseen sopiva R0-aluke. Reaktioseoksissa käytettiin Applied Biosystems:n (Life Technolo-
gies Corporation, Yhdysvallat) valmiita BigDye
®
 Ready Reaction Mix-reaktioseosta ja 
BigDye
®
 Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5x)-puskuria. PCR-ajon (30 sykliä) tuotteet 
saostettiin etanolilla ja liuotettiin sekvensointia varten 48 µl:aan Applied Biosytems Hi-Di™ 
formamidia (Life Technologies Corporation, Yhdysvallat). Näytteet sekvensoitiin ABI 
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PRISM™ 310 Genetic Analyzer-sekvensaattorilla (Applied Biosystems, Life Technologies 
Corporation, Yhdysvallat) ja sekvensointitulokset analysoitiin Lasergene
®





3.3 Kir21HA- ja Kir22HA-plasmidien siirto nisäkässolulinjaan 
 
Nisäkässolulinjaan siirtoa varten valittiin kattavimmin sekvensoidut Kir21HA- ja Kir22HA-
plasmidit. Jotta kumpaakin plasmidia olisi riittävästi geenisiirtoja varten, kyseisiä plasmideja 
tuottavista bakteeriklooneista tehtiin 100 ml:n liuoskasvatukset (LB-kasvatusliuos, 50 µg/ml 
ampisilliini (Duchefa Biochemie, Alankomaat) erlenmeyerpulloihin. Plasmidit eristettiin 
QIAfilter™ Plasmid Midi Kit-kitillä (QIAGEN, Saksa) valmistajan ohjeen mukaisesti. Val-
mistajan suositusten mukaisesti eluointipuskuri lämmitettiin 65 °C:ksi vesihauteessa ennen 
käyttöä. Eristyksestä saadut plasmidi-pelletit liuotettiin steriiliin veteen (100 µl) ja niiden 
DNA-pitoisuudet mitattiin edellä esitetyllä tavalla. Tämän jälkeen plasmidit laimennettiin 
steriilillä vedellä sopivaan käyttöpitoisuuteen (600 ng/µl) ja tuotteet tarkistettiin 0,8 % aga-
roosigeelillä edellä kerrotulla tavalla. 
Nisäkässolulinjana käytettiin HEK293E-soluja. Kyseiset solut ovat ihmisalkion munuais-
soluja, joihin on lisätty pilkottua adenovirus 5 DNA:ta (Graham et al. 1977). Lisäksi soluja on 
muokattu Epstein-Barr-viruksella (EBNA1) (Thomas & Smart 2005). Soluja kasvatettiin 
Cellstar
®
:n soluviljelymaljoilla (35 x 10 mm) tai 6-kuoppaisella soluviljelylevyllä (35,58 x 
16,5 mm) (Greiner Bio-One GmbH, Saksa) MEM/EBSS-kasvatusliuoksessa (Minimum Es-
sential Medium with Earle´s Salts, EuroClone S.p.A., Italia), johon oli lisätty 10 % fetaali 
naudan seerumia (fetal bovine serum), 1 % penisilliini-streptomysiiniä, 1 % L-glutamiinia, 1 
% natriumpyruvaattia (kaikki GIBCO
®
, Life Technologies Corporation, Yhdysvallat) ja 1 % 
ei-välttämättömiä aminohappoja (MEM Non-Essential Amino Acids, Invitrogen™, Life 
Technologies Corporation, Yhdysvallat). Kasvatus tapahtui + 37 °C:ssa Galaxy 14S-
inkubaattorissa (New Brunswick Scientific, Yhdysvallat), jonka hiilidioksidipitoisuus oli 5 %. 
Immunofluoresenssivärjäyksiä ja sähköfysiologisia kokeita varten täyteen kasvaneelta 
(konfluentilta) maljalta jaettiin soluja edellä mainituille soluviljelymaljoille tai 6-
kuoppalevyille (Greiner Bio-One GmbH, Saksa) 24 – 48 tuntia ennen geenisiirtoja. Kir21HA- 
ja Kir22HA-geenien sekä kontrolleina käytettyjen kirjolohen villityypin Kir21A- ja Kir22A-
geenien siirrot tehtiin ohjeen (liite 6) mukaisesti Effectene
®
 Transfection Reagent-reagenssilla 
(QIAGEN, Saksa), jonka valmistaja suosittelee solujen jakamista 24 tuntia ennen geenien 
siirtoa. Käytännön syiden vuoksi (mm. aikataulu ja solujen kasvu) geenisiirto tehtiin osalle 
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soluista vasta 48 tuntia jaon jälkeen. Siirretyn DNA:n määrä immunofluoresenssivärjäyksiä 
varten oli 0,9 µg/malja. Sähköfysiologisia kokeita varten maljalle siirrettiin 0,6 µg kanavapro-
teiinia koodaavaa DNA:ta ja lisäksi 0,3 µg GFP-proteiinia koodaavaa eGFP-pcDNA3.1-
DNA:ta. Koska GFP fluoresoi vihreää aallonpituutta, sen avulla voitiin sähköfysiologisissa 
mittauksissa etsiä solut, joihin geenisiirto oli todennäköisimmin onnistunut (Chen et al. 2002). 
Valmistajan ohjeen mukaan geenisiirto- eli transfektioliuosta ei välttämättä tarvitse poistaa 
maljalta, sillä transfektioreagenssi ei ole kovin myrkyllistä (sytotoksista) soluille. Koska so-
luissa oli kuitenkin nähtävissä sytotoksisia merkkejä (mm. huono kasvu, kuolleita soluja), 
transfektioliuos vaihdettiin solujen normaaliin kasvatusliuokseen noin 12 tuntia geenisiirron 




Immunofluoresenssikokeisiin kuului immunofluoresenssivärjäys, fluoresenssimikroskopia, 
näytteiden kuvaaminen sekä kuvien analysointi. Vasta-aineen valmistajan ohjeeseen ja kirjal-
lisuuteen (Harlow & Lane 1999) perustuva värjäysprotokolla optimoitiin esikokeiden avulla 
tarpeisiin sopivaksi. Lisäksi vaihtelevat sääolosuhteet (mm. pakkasen aiheuttama sähköisyys) 
vaikuttivat työmenetelmien valintaan. Myös varsinaisten näytteiden fluoresenssimikroskopiaa 




Eri ajankohtina Kir21HA- tai Kir22HA-plasmidilla transfektoiduille soluille tehtiin solukal-
von ulkoinen ja sisäinen immunofluoresenssivärjäys 12, 24 tai 48 tuntia geenisiirron jälkeen 
liitteenä olevan ohjeen mukaisesti (liite 7). Kontrollit värjättiin 48 tuntia geenisiirron jälkeen. 
Antigeeni-negatiivisina kontrolleina käytettiin villityypin Kir21A- ja Kir22A-geeneillä trans-
fektoituja soluja, joille tehtiin sekä sisäinen että ulkoinen värjäys. Lisäksi solukontrolli, eli 
solut joihin ei ollut siirretty mitään geenejä, värjättiin ulkoisesti. 
Värjäyksessä pyöreillä (Ø 16 mm) borosilikaattipeitinlaseilla (VWR International, LLC, 
Yhdysvallat) kasvatetut solut pestiin fosfaattipuskuroidulla natriumkloridiliuoksella (PBS) 
(137 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4 ∙2H2O, 2 mM KCl, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) ja kiinnitettiin 
3 % paraformaldehydin avulla. Rasvaliukoisena aineena paraformaldehydi pääsee solun si-
sään ja kiinnittää eri molekyylien vapaat aminoryhmät toisiinsa, jolloin solun rakenne pysyy 
koossa värjäyksen aikana (Harlow & Lane 1999). Koska paraformaldehydi-kiinnitys ei vaiku-
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ta solukalvon läpäisevyyteen, käsittely soveltuu hyvin solunulkoiseen värjäykseen. Solun-
sisäisissä värjäyksissä käytettiin samaa kiinnitysmenetelmää, mutta solukalvo tehtiin vasta-
aineita läpäiseväksi detergentin avulla (Triton X-100). Solunsisäisissä värjäyksissä detergent-
tiä käytettiin kiinnitysliuoksen lisäksi myös näytteiden blokkaus- ja inkubointiliuoksissa. 
Kiinnityksen jälkeen solut pestiin PBS:lla ja blokattiin 5 % fetaali naudan seerumilla (FBS). 
Blokkauksen tarkoituksena oli estää vasta-aineen epäspesifi sitoutuminen ja näin vähentää 
näytteiden taustan värjäytymistä (Harlow & Lane 1999). 
Vasta-ainevärjäyksissä käytettiin Alexa Fluor
®
 594 Anti-HA-vasta-ainetta (Molecular Pro-
bes, Inc., Yhdysvallat). Kyseinen vasta-aine fluoresoi punaista aallonpituutta ja se voitiin de-
tektoida fluoresenssimikroskoopin Rhod-suodattimella. Alexa Fluor
®
 594 Anti-HA kiinnittyy 
spesifisti HA-Tag-epitooppimarkkeriin ja sen avulla solussa muodostuneet Kir2.1HA- ja 
Kir2.2HA-proteiinit voidaan paikantaa. Kanavaproteiinien paikannusta ja kokonaissolumääri-
en laskemista varten solut värjättiin lisäksi bisBenzimide H 33258:lla (Sigma-Aldrich Corpo-
ration, Yhdysvallat), joka värjää solujen tuman sisältämän DNA:n. BisBenzimide H 33258 
fluoresoi sinisenä ja se voitiin detektoida mikroskoopin DAPI-suodattimella. Vasta-
ainevärjäysten välissä ja bisBenzimide-värjäyksen jälkeen soluja pestiin PBS:lla. Pakkaskelil-
lä pesut tuottivat ongelmia erityisesti ulkoisen värjäyksen näytteillä, joiden värjäysliuoksissa 
ei käytetty detergenttiä. Näiden näytteiden peitinlasit kelluivat, ilmeisesti sähköisyyden vuok-
si, pesuliuoksen pinnalla. Tällaisilta laseilta solut irtosivat helposti ja näytteet jouduttiin te-
kemään uudestaan. Sähköisyyttä yritettiin vähentää lisäämällä ilmankosteutta näytteiden lä-
heisyydessä, esim. pitämällä kostutettuja käsipyyhkeitä solumaljojen alla ja tekemällä värjä-
ykset + 42 °C:een vesihauteen läheisyydessä. Laimean detergenttipesun lisääminen vasta-
ainevärjäysten jälkeisiin pesuihin vähensi peitinlasien sähköisyyttä. Detergenttipesu vähentää 
myös epäspesifistä sitoutumisesta johtuvaa taustaa (Harlow & Lane 1999). Immunofluore-
senssivärjäyksen lopuksi peitinlasit kiinnitettiin Menzel-Gläser-objektilaseille (Thermo Scien-
tific, Saksa) Shandon Immu-Mount™-kiinnitysaineella (Thermo electron corporation, Yhdys-
vallat). Kiinnitysaineen annettiin kuivua seuraavaan päivään, minkä jälkeen näytteet olivat 
valmiit mikroskopoitaviksi. 
 
3.4.2 Fluoresenssimikroskopia ja näytteiden kuvaaminen 
 
Immunofluoresenssivärjätyt näytelasit mikroskopoitiin Carl Zeiss MicroImaging GmbH:n 
(Saksa) laitteistolla, johon kuului mikroskooppi objektiiveineen (Axioplan 2ie), kamera 
(AxioCam) ja fluoresenssilähde (AttoArc
®
2 HBO 100W). Laitteistoa käytettiin sekä tietoko-
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neohjelman (AxioVision 4.8.2) avulla että manuaalisesti. Fluoresenssisuodattimista käytettiin 
mikroskoopin sinistä (DAPI) ja punaista (Rhod) suodatinta. 
Näytelasi mikroskopoitiin aluksi kauttaaltaan 10x ja 40x objektiiveilla (Plan-
NEOFLUAR), jotta saatiin yleiskuva näytteen onnistumisesta ja solujen sijainnista. Soluja 
sisältävät alueet mikroskopoitiin 63x objektiivillä (Plan-APOCHROMAT) immersioöljyn 
(Immersion oil for fluorescence microscopy, type FF, Cargille Laboratories Inc, Yhdysvallat) 
kanssa. Jokaisesta näytteestä (esim. Kir2.1HA, ulkoinen värjäys, 12 h = 21HAU12) kuvattiin 
vähintään kuusi kuvasarjaa 63x objektiivillä. Kuvauspaikaksi valittiin hyvin näytettä edustava 
kohta, jossa solut olivat mahdollisimman ehjiä ja yhdessä kerroksessa. Mikäli samalta lasilta 
ei saatu kuvattua vähintään kuutta kuvasarjaa, valmistettiin uusi näytelasi, josta lisäkuvat otet-
tiin. Kuhunkin kuvasarjaan otettiin kolme kuvaa: valomikroskoopilla otettu natiivikuva sekä 
sinisellä ja punaisella suodattimella otetut fluoresenssikuvat. Natiivikuvassa solut näkyvät 
värjäämättöminä, sinisellä suodattimella saatiin näkyviin bisBenzimide H 33258:lla värjätyt 
tumat ja punaisella suodattimella Alexa Fluor
®
 594 Anti-HA:n (Molecular Probes, Inc., Yh-
dysvallat) sitoutuminen soluihin 340,8 ms:n valotusajalla. Natiivi- ja tumakuvien valotusaikaa 
ei vakioitu. Valotusaika säädettiin näiden kuvien kohdalla sellaiseksi, että kokonaissolumäärä 
saatiin laskettua mahdollisimman tarkasti. Koska fluoresenssi heikkeni ajan kuluessa, erityi-
sesti punaisella suodattimella otetut kuvat täytyi ottaa välittömästi fluoresenssin päälle kyt-
kemisen jälkeen. Mikäli näin ei voitu toimia, kuvauskohta hylättiin. 
 
3.4.3 Kuvien analysointi ja tilastolliset menetelmät 
 
Jokaisesta otetusta kuvasarjasta laskettiin kokonaissolumäärä natiivi- ja tumakuvien avulla. 
Tämän jälkeen punaisella suodattimella otetusta fluoresenssikuvasta laskettiin anti-HA-
värjäytyneet, punaista fluoresoivat solut. Tulokset kirjattiin SigmaPlot 11,0-
taulukkolaskentaohjelmaan (Systat Software Inc., Yhdysvallat), jonka avulla laskettiin eri 
näytteiden anti-HA-värjäytyneiden solujen osuudet ja tehtiin aineiston tilastollinen testaus. 
Tilastollisena testinä käytettiin yksisuuntaisen varianssianalyysin (ANOVA) jälkeen Student-
Newman-Keuls:n keskiarvotestiä, jossa tilastolliseksi merkitsevyydeksi valittiin P < 0,05. 
Varianssianalyysi soveltuu ainoastaan normaalisti jakautuneisiin aineistoihin, joissa jakaumi-
en varianssit ovat keskenään yhtä suuria (Ranta et al. 1999). Kir2.2HA:n ulkoisen värjäyksen 
aineisto täytti nämä kriteerit ja Kir2.1HA:n sisäisen ja ulkoisen värjäyksen aineistot saatiin 
kriteereitä vastaaviksi muunnosten avulla ( -muunnos sisäisen ja Arcsin-muunnos ulkoisen 
värjäyksen näytteille). Koska Kir2.2HA:n sisäisen värjäyksen näytteiden hajonta oli suurta, 
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eikä sitä saatu muunnoksista huolimatta normaalisti jakautuneeksi, tilastollisessa testauksessa 
käytettiin ei-parametrista Kruskal-Wallis-testiä (P < 0,05). Kir2.1HA ja Kir2.2HA:n ekspres-
sion eroja testattiin Studentin t-testillä (P < 0,05). Koska 48 tunnin aineistot eivät olleet nor-
maalisti jakautuneet, aineistolle tehtiin logaritmimuunnos. Ulkoisen värjäyksen 12 tunnin 
näytteiden vertailussa käytettiin t-testin sijaan Mann-Whitneyn testiä (P < 0,05), sillä aineis-
ton varianssit eivät olleet yhtä suuret. 
 
3.5 Sähköfysiologiset kokeet 
 
Sähköfysiologiset kokeet tehtiin 48 – 72 tuntia geenisiirron jälkeen. Sähköfysiologisia vastei-
ta mitattiin kokonaisista HEK293E-soluista (whole cell) sekä yksittäisistä ionikanavista (sing-
le channel) patch-clamp menetelmällä (Hamill et al. 1981). Koska kyseisen menetelmän opet-
telu ei ollut ajallisesti mahdollista tämän työn puitteissa, varsinaiset mittaukset ja mittaustu-
losten analysoinnin Fitmaster v4.0- (Heka, Saksa), TAC- ja TACFIT-ohjelmilla (Bruxton 
Corporation, Yhdysvallat) sekä tilastollisen testauksen (Studentin t-testi, P < 0,05) teki työn 




Sähköfysiologisissa patch-clamp-mittauksissa pieni määrä soluja siirrettiin solumaljalta 
(Greiner Bio-One GmbH, Saksa) tutkimusmikroskoopin (Nikon Epsilon, Nikon Corporation, 
Japani) lämpötilasäädeltyyn mittauskammioon (Dagan instruments, Yhdysvallat). Solujen 
ulkopuolelle laskettiin kalan kaliumvirtojen mittaukseen käytettyä K-tyrodea, pH 7,6 (150 
mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 10 mM glukoosi ja 10 mM Hepes). 
Patch-pipetit vedettiin borosilikaattilasista (Garner Products Inc, Yhdysvallat) PP-83 pipetin-
vetimellä (Narishige Group, Japani). Pipetti täytettiin kaliumvirtojen mittaamiseen käytetyllä 
EL-VI, pH 7,2 -pipettiliuoksella (140 mM KCl, 1 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 4 mM MgATP 
ja 10 mM Hepes). Solunulkoinen liuos vaihdettiin tarvittaessa PC-16 ruiskulla (Bioscience 
Tools, Yhdysvallat) K-tyrodeksi, johon oli lisätty 10 µM BaCl2:ia, tai TEA-tyrodeksi, jossa 
100 mM KCl:a oli vaihdettu 100 mM:ksi tetraetyyliammoniumiksi (TEA). Kyseisten liuosten 
barium ja TEA toimivat testattavien kanavien inhibiittoreina. Bariumia on yleisesti käytetty 
Kir-kanavien inhibiittorina (esim. Liu et al. 2001, Preisig-Müller et al. 2002, Schram et al. 
2003, Franchini et al. 2004, Panama et al. 2010). Sitä
 
voidaan pitää melko spesifinä Kir-
kanavien toiminnan estäjänä, sillä se inhiboi Kir-kanavia matalilla pitoisuuksilla, jotka eivät 
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vaikuta esim. jänniteherkkien Kv1.3-kanavien toimintaan (Franchini et al. 2004). TEA puo-
lestaan inhiboi kaikkia kalium-kanavia, joten se soveltuu myös Kir-kanavien toiminnan estä-
jäksi (Hille 2001). 
Sähköfysiologiset rekisteröinnit tehtiin EPC9-vahvistimella ja Patchmaster (v2.53)-
ohjelmalla (HEKA, Saksa). Patch-pipetti työnnettiin lähelle solua, jolloin pipetin ja referens-
sielektrodin välillä kulki pipetin vastuksesta (halkaisijasta) riippuva sähkövirta. Pipettien vas-
tus eli resistenssi (2,54 ± 0,22 MΩ) kirjattiin samalla, kun käytetyistä liuoksista ja elektrodien 
kunnosta johtuva offset-jännite (-7,0 ± 1,43 mV) nollattiin. Pipetti työnnettiin kiinni soluun, 
mikä havaittiin vastuksen kasvamisena. Pipettiin vedettiin pieni alipaine, jolloin syntyi ns. 
gigaliitos solun tarttuessa tiukasti pipetin suulle. Tällöin testipulssin alussa ja lopussa ilmaan-
tui liuospinnasta ja pipetin paksuudesta johtuva kapasitiivinen virta (7,94 ± 0,49 pF), joka 
kompensoitiin patch-vahvistimella. Solukalvo rikottiin antamalla pipetin kautta lyhyt säh-
köisku, jolloin testipulssi aiheutti solun koosta riippuvan kapasitiivisen virran (32,24 ± 9,80 
pF), joka yhdessä sarjavastuksen (7,99 ± 1,37 MΩ) kanssa kompensoitiin vahvistimella. Ka-
liumvirtojen mittaukset tehtiin jänniteramppi-protokollalla, jossa solukalvon jännite muute-
taan 4 sekunnin aikana -120 mV:sta +20 mV:iin. Käytetty näytteenottotaajuus oli 2 kHz ja 
signaali suodatettiin 1 kHz:n taajuudella. 
Koska Kir2.1HA-kanavien kautta kulkevat virrat olivat pieniä, mittaustuloksille tehtiin 
vuodonkorjaus ennen tulosten analysointia (kuva 5). Korjauksessa oletettiin Kir2.1HA:n kaut-
ta kulkevan virran olevan vähäistä -60 – -20 mV:n välillä. Koska HEK293E-soluissa ajoittain 
esiintyvä jänniteriippuva kaliumvirta ei ole aktiivinen kyseisellä jännitealueella, oletettiin 
jännitevälillä esiintyneen virran koostuvan pääasiassa vuodosta pipetin ja solun välillä. Vuo-
tovirta oletettiin lineaariseksi ja eri jännitteille määritettiin vuotoestimaatiot, jotka vähennet-
tiin alkuperäisistä mittaustuloksista. 
 
Kuva 5. Kir2.1HA-kanavien kautta kulkevan virran vuodonkorjaus. Vasemmalla on alkupe-
räinen rekisteröinti ja oikealla sama rekisteröinti vuodonkorjauksen jälkeen.  
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3.5.2 Yksittäisten kanavien mittaukset 
 
Rekisteröinnit yksittäisistä Kir2.2HA- ja Kir2.2-ionikanavista tehtiin kokosolumittausten lail-
la, mutta pipettilasi oli paksuseinäisempää ja vedetyn pipetin suuta pienennettiin lämmittä-
mällä sitä MF-83-uunilla (Narishige Group, Japani). Mittaukset tehtiin cell-attached-
menetelmällä, jossa kanavien toimintaa rekisteröidään gigaliitoksen muodostuessa pipetin ja 
elävän solun välille (Hamill et al. 1981). Mittauksissa käytettiin symmetristä kaliumliuosta, 
jossa solun ulkopuolella oli 140 mM KCl, 2 mM EGTA, 1 mM EDTA ja 5 mM Hepes (pH 
7,6). Pipettiliuoksessa oli 134 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 M glukoosi ja 10 
mM Hepes (pH 7,6). Pipettiliuoksessa käytettiin pieni määrä divalenttisia eli kaksiarvoisia 
ioneja, jotka helpottivat liitoksen syntymistä. Koska kaksiarvoiset ionit voivat aktivoida 
Ca
2+
:lla aktivoituvia ionivirtoja, solun ulkopuolisessa liuoksessa käytettiin EGTA:a (etyleeni-
glykolibis(2-aminoetyylieetteri)-N,N,N',N'-tetraetikkahappo) ja EDTA:ta (etyleenidiamiinitet-
raetikkahappo) sitomaan kyseisiä ioneja (Hille 2001). Kanavien sähkönjohtavuus määritettiin 
käyttämällä 5 sekuntia kestäviä neliöpulsseja 20 mV:n välein -120 mV – +60 mV:n alueella. 
 Yksittäisistä kanavista saatujen parametrien lisäksi yksittäisen kanavan kautta kulkevan 
ionivirran (i) ja aukiolotodennäköisyyden (po) sekä kokosolumittauksissa mitatun virran (I) 
perusteella voitiin laskea ionikanavien määrä (N) solukalvolla (Sperelakis 1998). Kanavamää-
rä voidaan laskea kokosolun virran laskukaavasta: 
       
joka muutetaan muotoon: 
  
 
   
 
 
Sähkönjohtavuus eli konduktanssi on virran muutos (dI) suhteessa jännitteen muutokseen 
(dV): 





Kun kanavan aukiolotodennäköisyys ei muutu, voidaan konduktanssia käyttää virran sijasta 
kanavamäärän laskukaavassa, jolloin kaava muutetaan muotoon: 
   
 
   
 
 





Immunofluoresenssivärjätyistä näytteistä saatiin fluoresenssimikroskoopilla otettujen kuvien 
avulla laskettua anti-HA-värjäytyneiden, fluoresoivien solujen osuudet kokonaissolumäärästä. 
Saatujen tulosten tärkein havainto on fluoresenssin puuttuminen Kir2.2HA ulkoisen värjäyk-
sen näytteistä 12 tuntia geenisiirron jälkeen (kuva 6). Kuitenkin samana ajankohtana sisäisesti 
värjätyistä soluista 18 ± 6,7 %:ssa on nähtävissä voimakas fluoresenssisignaali todennäköises-




Kuva 6. Kir2.1HA:n ja Kir2.2HA:n ekspressio 12, 24 ja 48 tuntia geenisiirron jälkeen. A. 
Ekspressioivien solujen osuus kokonaissolumäärästä sisäisessä ja ulkoisessa immunofluore-
senssivärjäyksessä. a ja b tai a’ ja b’ tilastollisesti merkitsevä ero proteiinin ekspressiossa eri 
värjäysajankohtien välillä (P < 0,05). B. Kanavien ekspressio solukalvolla (ulkoinen värjäys) 
eri ajankohtina. Kir2.1HA voidaan havaita solukalvolla jo 12 tuntia geenisiirron jälkeen, 




Kuva 7. Kir2.1HA- ja Kir2.2HA-ekspressio 12 tuntia geenisiirron jälkeen sisäisessä ja ulkoi-
sessa värjäyksessä. Kussakin kuvasarjassa mikroskoopilla otettu natiivikuva (solut), sinisellä 
suodattimella detektoitu bisBenzimiden fluoresenssi (tumat) ja punaisella suodattimella detek-
toitu anti-HA:n fluoresenssi. Lisäksi yhdistelmäkuvat, joista nähdään fluoresenssin sijoittumi-
nen solussa. Kir2.1HA:lla ja Kir2.2HA:lla transfektoitujen solujen sisäisessä värjäyksessä 
voidaan havaita anti-HA:n fluoresenssi erityisesti tuman vieressä, ilmeisesti Golgin laitteella, 
sekä solukalvon lähellä. Ulkoisessa värjäyksessä anti-HA:n fluoresenssia havaitaan ainoas-
taan Kir2.1HA:lla transfektoitujen solujen solukalvolla. Pienet, pyöreät rinkulat natiivikuvissa 
johtuvat pölystä kameran linssien välissä. 
 
Fluoresoivien solujen osuus Kir2.2HA:lla nousee 24 tunnin jälkeen sisäisessä värjäyksessä 37 
± 2,6 %:iin ja ulkoisessa värjäyksessä 6,4 ± 1,6 %:iin. Ekspressiossa ei tapahdu tilastollisesti 
merkitsevää muutosta 24 tunnin jälkeen, sillä fluoresoivien solujen osuus 48 tunnin jälkeen on 
sisäisessä värjäyksessä 20 ± 9,7 % ja ulkoisessa värjäyksessä 4,5 ± 1,2 %. Tilastollisessa tes-
tauksessa ulkoisen värjäyksen 24 ja 48 tunnin fluoresoivien solujen osuudet eroavat 12 tunnin 
osuudesta (P < 0,05). Sisäisen värjäyksen tuloksissa vastaavaa eroa ei ole. Kir2.1HA:lla anti-
HA-värjäytyneitä soluja näkyy 12 tunnin jälkeen sekä sisäisessä (5,7 ± 1,2 %) että ulkoisessa 
(2,1 ± 0,68 %) värjäyksessä (kuvat 6 ja 7). Fluoresoivien solujen osuus nousee 24 tunnin jäl-
keen sisäisessä värjäyksessä 40 ± 11 %:iin ja ulkoisessa 11 ± 2,4 %:iin. Kuten Kir2.2HA:lla, 
ekspressio ei lisäänny 24 tunnin jälkeen ja fluoresoivien solujen osuus 48 tunnin jälkeen on 41 
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± 10 % sisäisessä värjäyksessä ja ulkoisessa 10 ± 1,6 %. Kir2.1HA:lla anti-HA-
värjäytyneiden solujen osuus 12 tunnin jälkeen eroaa 24 ja 48 tunnin jälkeisistä osuuksista 
sekä sisäisessä että ulkoisessa värjäyksessä (P < 0,05). Eroja löytyy myös kanavaproteiinien 
välillä, sillä Kir2.1HA:n ja Kir2.2HA:n ulkoisen värjäyksen 12 ja 48 tunnin näytteiden fluo-
resoivien solujen osuudet eroavat toisistaan (molemmissa P < 0,05). 
Sähköfysiologisissa kokosolumittauksissa havaittiin, että Kir2.1HA ja Kir2.2HA muodos-
tavat toiminnallisia kanavia, joihin käytetyt inhibiittorit (Ba
2+
 ja TEA) vaikuttavat villityypin 
kanavien kaltaisesti (kuva 8). 
Kuva 8. Inhibiittorien vaikutus Kir2.2HA-kanavaan. Ba
2+
- ja TEA-altistus (B ja D) pienentää 
Kir2.2HA:n kautta kulkevaa virtaa, joka palautuu inhibition jälkeisen pesujakson jälkeen (C 
ja E) lähelle lähtötasoa (A). 
 
Epitooppimerkittyjen kanavien muodostama virta oli villityypin kanavien virtaa pienempi ja 
sähkönjohtavuus eli konduktanssi kokonaisissa soluissa (Kir2.1HA 0,17 ± 0,0053 nS ja 
Kir2.2HA 2,08 ± 0,50 nS) oli villityypin kanavien konduktanssia (Kir2.1 9,98 ± 1,75 nS ja 
Kir2.2 8,29 ± 0,61 nS) huomattavasti pienempi (P < 0,05) (kuva 9). 
 
 
Kuva 9. Epitooppimerkittyjen Kir2.1- ja Kir2.2-kanavien (HA) sekä villityypin kanavien 
(WT) kokosolumittausten virta-jännite-kuvaajat.  
23 
 
Virran pieneneminen oli nähtävissä myös yksittäisissä Kir2.2HA-kanavissa, joiden konduk-
tanssi ja kanavan aukiolotodennäköisyys olivat pienempiä kuin villityypin kanavalla (P < 
0,05) (kuva 10 ja taulukko 3). Lisäksi Kir2.2HA:n keskimääräinen aukioloaika oli moninker-
tainen villityypin kanavaan verrattuna. Soluista mitattavat virrat riippuvat solukalvolla olevien 
kanavien lukumäärästä sekä yksittäisen kanavan kautta kulkevasta virrasta ja aukiolotodennä-
köisyydestä. Yksittäisten kanavien ominaisuudet huomioiden voitiin todeta, että solukalvolle 
siirrettyjen Kir2.2HA- ja villityypin Kir2.2-kanavien määrissä (Kir2.2HA: 235 ± 56 kana-
vaa/solu, Kir2.2: 340 ± 25 kanavaa/solu) ei ole tilastollista eroa. 
 
Kuva 10. Yksittäisten Kir2.2HA- ja Kir2.2-kanavien virrat ja kinetiikka. Jännite-virta-
kuvaajassa on esitetty kanavien kautta kulkevan virran suuruus eri jännitteillä. Histogram-
meissa on kuvattu yksittäisten kanavien virran suuruus eri mittausajankohtina. Histogram-
meista voidaan nähdä, että villityypin Kir2.2-kanava (WT) on enimmäkseen auki, jolloin sen 
kautta kulkee noin 4 - 12 pA:n virta. Kun virta on 0 pA, kanava on kiinni. Kir2.2HA on suu-
rimman osan ajasta kiinni (virta 0 pA) ja auki ollessaan sen kautta kulkee villityypin kanavaa 
pienempi, noin 4 – 8 pA:n virta. 
 
Taulukko 3. Kir2.2HA- ja Kir2.2-kanavan sähköfysiologiset ominaisuudet. 
  Konduktanssi (G) Aukiolotod.näk. (Po) Aukioloaika 
  pS   ms 
omKir2.2 76,7 0,9 2,513 





5 TULOSTEN TARKASTELU 
 
Tässä työssä määritettiin kirjolohen Kir2.1 ja Kir2.2 epitooppimerkittyjen (HA-Tag) kanavien 
siirtonopeus solukalvolle sekä mitattiin kanavien sähköfysiologisia ja farmakologisia vasteita. 
Immunofluoresenssikokeiden perusteella Kir2.1HA tuodaan HEK293E-solujen solukalvolle 
12 tunnin sisällä geenisiirrosta, mutta Kir2.2HA voidaan havaita solukalvolla vasta 24 tuntia 
geenisiirron jälkeen. Lisäksi saatiin selville, että kanavaproteiineihin lisätty HA-Tag vaikuttaa 
kanavien sähköfysiologisiin vasteisiin, mutta ei häiritse kanavien kuljetusta solukalvolle. 
 
5.1 Kir2-kanavien siirto solukalvolle 
 
Noin vuosikymmen sitten havaittiin, että Kir2-kanavien siirto endoplasmakalvostolta ja Gol-
gin laitteelta tapahtuu signaalisekvenssien avulla (kuva 11) (mm. Ma et al. 2001, 
Stockklausner et al. 2001, Stockklausner & Klöcker 2003, Hofherr et al. 2005). Tuolloin ha-
vaitut signaalit ovat pääosin lyhyitä, konservoituneita aminohapposekvenssejä kanavaproteii-
nien solunsisäisissä amino- ja karboksyylipäissä.  
 
 
Kuva 11. Kir2-kanavien solunsisäiseen siirtoon liittyvät signaalisekvenssit. Endoplasmakal-
vostolta Golgin laitteelle siirtävä sekvenssi kanavaproteiinin karboksyylipäässä on merkitty 
vihreällä (Ma et al. 2001, Stockklausner et al. 2001). Golgin laitteelta solukalvolle siirtäviä 
sekvenssejä on havaittu kolme, joista keltaisella merkitty aminopään sekvenssi (Stockklausner 
& Klöcker 2003) ja vaaleanpunaisella merkitty karboksyylipään sekvenssi (Hofherr et al. 
2005) ovat lineaarisia signaalisekvenssejä. Kolmannen, kanavan tertiäärirakenteeseen muo-
dostuvan signaalin muodostavat vierekkäisten proteiinialayksiköiden amino- ja karboksyyli-
pään tietyt aminohapot, jotka on merkitty punaisella (Ma et al. 2011). 
 
Viimeisimmissä tutkimuksissa Kir2.1:llä on saatu selville, että Golgin laitteelta kalvolle siir-
tymisen signaali muodostuu kanavan tertiäärirakenteessa vierekkäisten Kir-proteiinien amino- 
ja karboksyylipäissä olevien alueiden vuorovaikutuksesta (kuva 11) (Ma et al. 2011). Tämä 
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epätavallinen signaali on tutkimuksen mukaan myös klatriinivesikkelisiirtoon liittyvän AP1-
adaptorikompleksin sitoutumiskohta. Tertiäärirakenteen signaalisekvenssi toimii näin ollen 
myös kanavan rakenteen laadullisena tarkastusvaiheena, sillä ainoastaan oikein laskostuneet 
tetrameeriset kanavat pakataan klatriinivesikkeleihin ja kuljetetaan solukalvolle (Ma et al. 
2011). 
Konservoituneista siirtosignaaleista huolimatta ainakin Kir3-kanavaperheen kuljetusreitti-
en on todettu eroavan toisistaan (Ma et al. 2002). Tässä tutkimuksessa Kir2.1HA:lla transfek-
toiduissa soluissa anti-HA-värjättyjä kanavia näkyy 12 tuntia geenisiirron jälkeen sekä sisäi-
sessä että ulkoisessa värjäyksessä, mikä viittaa kanavan suoraan siirtoon Golgin laitteelta so-
lukalvolle. Kir2.1-kanavien suora siirtyminen Golgilta solukalvolle on havaittu myös aikai-
semmissa tutkimuksissa (Ma et al. 2011). Samana ajankohtana anti-HA-fluoresenssi puuttuu 
kuitenkin täysin Kir2.2HA:lla transfektoitujen solujen solukalvolta, vaikka sisäisesti värjä-
tyissä soluissa on nähtävissä voimakas fluoresenssisignaali tuman vieressä, ilmeisesti Golgin 
laitteen alueella, sekä solukalvon lähellä. Havaittu Kir2.2HA:n viivästynyt siirto solukalvolle 
viittaa Kir2.2:n erilaiseen kuljetukseen ja kanavien mahdolliseen varastointiin. Tällaista ajal-
lista eroa Kir2-kanavien kalvolle siirtymisessä ei tietääkseni ole aikaisemmin raportoitu. 
Useiden solunsisäiseen siirtoon osallistuvien proteiinien, mm. eri syntropiinien, dystropii-
nin ja klatriiniadaptorien on todettu olevan vuorovaikutuksessa Kir2-proteiinien kanssa (mm. 
Leonoudakis et al. 2004, Leyland & Dart 2004, Grishin et al. 2006, Mason et al. 2008, Ma et 
al. 2011). Sydänlihassoluissa Kir2-proteiinien siirtoon osallistuu ainakin SAP97, CASK, Ve-
li3 ja Mint1 proteiinien muodostama kompleksi, joka sitoutuu kanavaproteiinien karboksyyli-
pään konservoituneeseen PDZ-motiiviin (Leonoudakis et al. 2004). Kyseinen motiivi toimii 
proteiinien välisenä vuorovaikutusalueena (Cohen et al. 1996, Leonoudakis et al. 2001, Leo-
noudakis et al. 2004). Siirtäjäproteiinien on todettu sitoutuvat Kir2-proteiineihin eri voimak-
kuuksilla (Leonoudakis et al. 2001, Seebohm et al. 2012). Nämä affiniteettierot voisivat liittyä 
Kir2-kanavien valikoivaan siirtoon. SAP97:llä on suurin affiniteetti Kir2.2:een (Leonoudakis 
et al. 2001). Sydänlihassoluissa SAP97 ja Kir2.2 sijoittuvat samalle alueelle T-putkiin, jossa 
niiden oletetaan olevan läheisessä vuorovaikutuksessa keskenään. Todennäköisesti ainakin 
SAP97-välitteinen siirtomekanismi liittyy kanavien valikoivaan siirtoon, sillä SAP97:n on 
todettu vaikuttavan ainakin Kir2.3:n sijoittumiseen soluissa (Vikstrom et al. 2009). Stabiilisti 
Kir2.3-kanavia ekspressoivassa HEK293-solulinjassa Kir2.3:n on havaittu sijoittuvan pääasi-
assa varhaisiin ja keskivaiheen endosomeihin, kierrätysendosomeihin ja lysosomeihin, mutta 
SAP97 ekspressio kyseisissä soluissa vähensi ekspressiota solunsisäisissä rakkuloissa lisää-
mällä kanavien määrää solukalvolla ja levittämällä kanavat tasaisemmin solun sytoplasmaan. 
26 
 
Graduprosessini aikana julkaistiin malli, jonka mukaan myös Kir2.2-kanavia varastoitaisiin 
solunsisäisiin kierrätysendosomeihin (Seebohm et al. 2012). Mallin tehneet tutkijat olivat ha-
vainneet, että solunsisäisten kierrätysendosomien toimintaan liittyvä seerumilla ja glukokorti-
koideilla indusoituva kinaasi 3 (SGK3) vaikuttaa lipidi-kinaasi PIP5K3:n fosforylaation kaut-
ta voimakkaasti Kir2.2:n ekspressioon. Kir2.1:n ja Kir2.3:n ekspressioon SGK3:lla ei juuri 
ollut vaikutusta. PIP5K3:n fosforyloinnin kohteena ovat solunsisäisten kuljetusvesikkeleiden 
toimintaa säätelevät fosfatidyyli-inositoli-fosfolipidit (Shisheva et al. 1999). Näiden fosfolipi-
dien fosforylointi tuottaa PI(3,5)P2:ta, joka on vuorovaikutuksessa Kir2.2:n tiettyjen amino- ja 
karboksyylipään alueiden kanssa (Seebohm et al. 2012). Vastaavat alueet muodostavat 
Kir2.1:llä Golgin laitteelta solukalvolle ohjaavan siirtosignaalin kanavan tertiäärirakenteeseen 
(Ma et al. 2011). Koska SGK3:n vaikutuksesta PI(3,5)P2 aktivoi ainoastaan Kir2.2:n siirtoa 
siirtosekvenssin kautta, on todennäköistä, että signaalisekvenssien yksittäisten aminohappojen 
erot tai mahdollisesti myös kanavien muut rakenteelliset erot liittyvät Kir2-kanavien vali-
koivaan siirtoon ja solukalvon kanavakoostumuksen säätelyyn. Kanavakoostumuksen säätely 
on tärkeää esim. sydänlihassoluissa, sillä sen avulla sydämen toimintaa voidaan muuttaa val-
litseviin olosuhteisiin sopivaksi (Hassinen et al. 2007, Hassinen et al. 2008). Esimerkiksi kir-
jolohella lämpimään veteen akklimoinnin on havaittu lisäävän Kir2.2-kanavien määrää tai 
aktiivisuutta solukalvolla, lisäämättä kuitenkaan geenin transkriptiota (Hassinen et al. 2007). 
Stressin vaikutus varastoitujen Kir2.2-kanavien lisääntyneeseen siirtoon glukokortikoidien ja 
SGK3:n kautta, voisi selittää tämän kirjolohella havaitun ilmiön. 
Aikaisemmin on havaittu, että SGK1-kinaasi lisää jänniteherkkien K
+
-kanavien 
(KCNQ1/KCNE) kalvoekspressiota fosfatidyyli-inositolin (PI(3,5)P2) ja Rab11:n säätelemän 
reitin kautta (Seebohm et al. 2007). Rab GTPaasit ovat pienikokoisia GTPaaseja, jotka liitty-
vät solunsisäiseen vesikkelikuljetuksen säätelyyn (Zerial & McBride 2001, Grosshans et al. 
2006). Näistä Rab11:n on todettu säätelevän kierrätysendosomien toimintaa (Ullrich et al. 
1996). Vastaava Rab11:een liittyvä mekanismi saattaa olla kyseessä myös Kir2.2:n kuljetuk-
sessa (Seebohm et al. 2012). Ilmeisesti Rab11 ei liity kuitenkaan Kir2.1:n kuljetukseen, sillä 
sen dominoiva negatiivinen isomuoto pienentää Kir2.1 kanavien ekspressiota vain vähän (De-
lisle et al. 2009). Lisäksi on havaittu, että Rho perheen GTPaasi Rac1 säätelee Kir2.1:n eks-
pressiota solukalvolla, mutta ei vaikuta Kir2.2:n ja Kir2.3:n ekspressioon (Boyer et al. 2009). 
Aikaisempien tutkimusten ja tässä pro gradussa saatujen immunofluoresenssitulosten perus-





5.2 Epitooppimarkkeri HA-Tag:n vaikutus Kir2-kanavien toimintaan 
 
Tässä tutkimuksessa kanavaproteiinien merkitsemiseen käytettiin HA-Tag-epitooppimarkke-
ria. Yksi käytetyin ja merkittävin epitooppimarkkeri on meduusasta (Aequoria victoria) eris-
tetty 238 aminohaposta koostuva GFP (green fluorescent protein), joka fluoresoi vihreänä 
(Prasher et al. 1992, Tsien 1998). Suurikokoinen GFP on rakenteeltaan sylinterimäinen β-
tynnyri, jonka keskellä sijaitsee kromofori (Ormö et al. 1996). Koska GFP:n koko rakenne 
osallistuu fluoresenssin muodostamiseen, sen kokoa ei juurikaan voida pienentää (Tsien 
1998). Suurin osa käytössä olevista epitooppimarkkereista (mm. HA-Tag, FLAG, c-myc, 
His6) onkin lyhyitä, vain 6 – 12 aminohappoa koodaavia sekvenssejä (Maue 2007). Käyttä-
mällä oikein sijoitettua lyhyttä markkeria voidaan minimoida merkkisekvenssin vaikutus tut-
kittavan proteiinin rakenteeseen ja toimintaan. Koska epitooppimarkkerien ominaisuudet ja 
vaikutukset kanavien toimintaan vaihtelevat, sopivan merkin valintaan ja liittämispaikkaan 
tulisi kiinnittää erityistä huomiota. Tässä työssä käytetty HA-Tag on ihmisen influenssaviruk-
sen hemaglutiinin eli viruksen antigeeniproteiinin osa, joka koostuu yhdeksästä aminohaposta 
(YPYDVPDYA) (Wilson et al. 1984, Maue 2007). Kyseisen epitooppimarkkerin on havaittu 
vaikuttavan joidenkin proteiinien laskostumiseen, siirtoon ja toimintaan (Brothers et al. 2003, 
Houle et al. 2006). Nämä proteiinit eivät olleet kuitenkaan kanavaproteiineja. HA-Tag on 
yleisesti käytetty epitooppimarkkeri Kir2-kanavien tutkimuksessa, joissa häiritsevää vaikutus-
ta ei ole raportoitu (mm. Zerangue et al. 1999, Dart & Leyland 2001, Chen et al. 2002, Samp-
son et al. 2003, Stockklausner & Klöcker 2003, Leyland & Dart 2004, Hofherr et al. 2005, 
Grishin et al. 2006, Sun et al. 2006, Decher et al. 2007, Boyer et al. 2009, Dassau et al. 2011, 
Ma et al. 2011, Seebohm et al. 2012). 
Aikaisemmassa kirjallisuudessa HA-Tag:n paikka ja vaikutukset Kir2-kanavien toimintaan 
on raportoitu yllättävän huonosti. Ma kollegoineen (2011) ilmoittaa, että HA-Tag laitettiin 
paikkaan, jossa se ei vaikuta kanavan ominaisuuksiin. Kontrolleja tai edes markkerin tarkkaa 
paikkaa ei kuitenkaan kerrota. Paikka saatiin lopulta selville kysymällä, mutta se, miten kana-
vien toimivuus oli testattu, jäi epäselväksi (Paul A. Welling henk. tied. 25.9.2012). Neljästä-
toista artikkelista ainoastaan Zerangue kollegoineen (1999) on mitannut kanavien sähköfysio-
logisia vasteita, joista he esittävät artikkelissaan ainoastaan normalisoidun virran määrän pyl-
väsdiagrammissa. Epitooppimarkkerien käytön yleistyessä markkerien vaikutusten kontrol-
lointi on vähentynyt (Brothers et al. 2003). Vuonna 2003 HA-Tag:ä käsittelevistä artikkeleista 
vain noin 40 %:ssa markkerin aiheuttamia vaikutuksia oli kontrolloitu. Luku lienee nykyisin 
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vieläkin pienempi. Koska ongelmia on kuitenkin raportoitu, kontrollointiin tulisi kiinnittää 
enemmän huomiota. 
Tässä työssä havaittiin, että HA-Tag ei häiritse kanavien siirtoa solukalvolle. HA-
merkittyjen kanavien kautta kulkeva pienentynyt virta kokosolumittauksissa ei johdu kanavi-
en vähentyneestä määrästä solukalvolla, vaan muutoksista yksittäisten kanavien toiminnassa. 
Mikäli HA-Tag häiritsisi esim. kanavaproteiinien laskostumista, se voitaisiin havaita kanavien 
määrän vähenemisenä solukalvolla, sillä ainoastaan oikein laskostuneet proteiinit muodosta-
vat Golgin laitteelta solukalvolle siirtävän signaalin tertiäärirakenteeseen (Ma et al. 2011). 
Kir2.2HA-kanavien määrä solukalvolla ei kuitenkaan eroa villityypin kanavamäärästä, joten 
Kir2.2:n viivästynyt siirto ei johdu HA-Tag:stä. Kanavien sähköfysiologisiin vasteisiin mark-
keri kuitenkin vaikuttaa selvästi (kuvat 9 – 10 ja taulukko 3). HA-Tag sijoitettiin kirjolohen 
Kir2.1- ja Kir2.2-kanavissa täysin samaan paikkaan, johon se on aiemmin liitetty hiirellä (tau-
lukko 1) (Stockklausner & Klöcker 2003, Hofherr et al. 2005). Vaikka aikaisempien tutki-
musten perusteella HA-Tag:llä ajateltiin olevan mahdollisimman vähän vaikutusta kyseisessä 
paikassa, sen lisääminen kanavien solunulkoiseen osaan suurensi huomattavasti huokosen 
suuta ympäröiviä torneja (kuva 3b). Mallituksen mukaan muuttuneen rakenteen ei pitäisi vai-
kuttaa kanavan ioniselektiivisen huokosen rakenteeseen, mutta tätäkään mahdollisuutta ei 
voida sulkea pois. On ehdotettu, että solunulkoiset tornit vähentäisivät inhibiittorien ja kana-
van välistä vuorovaikutusta (Tao et al. 2009). Tällä on selitetty eukaryoottisten Kir-kanavien 
epäherkkyyttä erilaisille toksiineille. On mahdollista, että epitooppimerkin sisältävät suuret 
tornit estävät ionien pääsyä kanavaan ja sitä kautta pienentävät Kir2.1HA:n ja Kir2.2HA:n 
kautta kulkevia virtoja. Käytetyistä inhibiittoreista ainakin bariumin on todettu inhiboivan 
kalium-kanavia sitoutumalla kanavan ioniselektiivisen huokosen keskuskäytävään (Jiang & 
MacKinnon 2000). Mikäli tornit estäisivät mekaanisesti ionien pääsyä kanavaan, olisi toden-
näköistä, että myöskään barium ja TEA eivät pääsisi kanavan huokoseen, sillä sekä TEA että 
barium ovat hydratoituneina kalium-ioneja suurempia (Nightingale 1959, Palomo & Pintauro 
2003). Epitooppimarkkerin lisääminen ei kuitenkaan vaikuttanut Kir2.2HA:n farmakologisiin 
vasteisiin, joten tornit estävät kaliumin pääsyä kanavaan jollain muulla tavalla. 
Tässä työssä rakennettuja kirjolohen HA-epitooppimarkkerilla merkittyjä Kir2.1- ja 
Kir2.2-kanavia voidaan käyttää jatkotutkimuksissa. Kanavat eivät sovellu Kir2-kanavien toi-
minnan tutkimiseen, mutta niitä voidaan käyttää tutkittaessa kanavien solunsisäistä siirtoa. 
Koska HEK293E-soluissa kumpaakin epitooppimerkittyä kanavaa nähtiin solukalvolla 24 
tuntia geenisiirron jälkeen, voitaisiin sähköfysiologisten mittausten tekoa aikaistaa. Jos eks-
pressionopeus saadaan varmistettua jatkotutkimuksissa myös villityypin kanavilla, voidaan 
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sähköfysiologisia kokeita jatkossa tehdä jo transfektiota seuraavana päivänä, kun niitä nyt 
tehtiin vasta 48 – 72 tuntia geenisiirron jälkeen. Tämä nopeuttaa käytännön työtä ja parantaa 
patch-clamp mittausten luotettavuutta, sillä HEK293-solut alkavat muodostaa keskenään auk-
koliitoksia noin 36 – 48 tuntia transfektion jälkeen, jolloin summautuneen virran todennäköi-
syys kasvaa, mikäli mittauksia tehdään solurykelmissä olevista soluista (Thomas & Smart 
2005). 
 
5.3 Tutkimuksen rajoitukset 
 
Immunovärjäystekniikoiden ja -laitteiden kehityksen ansiosta immunovärjäyksellä saadaan 
yhä kvantitatiivisempia tuloksia (Harlow & Lane 1999). Tekniikalla voidaan saada tärkeää 
laadullista tai semikvantitatiivista tietoa jo yksinkertaisilla menetelmillä. Tässä tutkimuksessa 
immunovärjäyksellä ei mitattu anti-HA-fluoresenssin intensiteettiä vaan anti-HA-
fluoresoivien solujen osuutta kuvattujen alueiden kokonaissolumäärästä. Tämän vuoksi mene-
telmällä saatuja tuloksia voidaan pitää pääasiassa laadullisina. 
Immunofluoresenssikokeilla saaduissa tuloksissa kanavia ekspressoivien solujen osuus ko-
konaissolumäärästä oli sisäisen värjäyksen näytteissä huomattavasti ulkoisen värjäyksen näyt-
teitä suurempi. Koska sisäisen värjäyksen näytteissä ekspressio oli voimakasta tuman vieres-
sä, todennäköisesti Golgin laitteen alueella, ekspressoivat solut oli helppo tunnistaa. Ulkoises-
ti värjätyissä näytteissä käytetyn immunofluoresenssimenetelmän herkkyys ei riitä erottamaan 
pienten kanavamäärien ekspressiota solukalvolla, joten osa ekspressoivista soluista on var-
masti jäänyt huomaamatta. Kvantitatiivisempia tuloksia kanavien ekspressiotasoista saataisiin 
mittaamalla sitoutuneen vasta-aineen fluoresenssin intensiteettiä esim. kuoppalevylukijalla tai 
mittaamalla fluoresenssia yksittäisistä soluista virtaussytometrillä. Valitettavasti toimivia lait-
teita näihin kokeisiin ei Joensuun kampuksella ole. Kanavien sijoittumisesta solussa saataisiin 
tarkempaa tietoa käyttämällä konfokaalimikroskooppia ja suurempaa suurennosta. Lisäksi 
kanavien sijoittuminen solun eri kalvostoille voitaisiin varmentaa kalvot tunnistavilla merkki-
aineilla. Koska käyttämässämme mikroskoopissa vihreä fluoresenssi erottuu punaista parem-
min (FM Miiko Sokan havainto), vasta-ainetta vaihtamalla kuvien tarkkuus saattaisi parantua. 
Värjäysolosuhteiden ja mikroskopoinnin optimointi ja vakiointi parantaisivat näytteiden ja 
kuvien laatua ja saatujen tulosten vertailtavuutta. Nyt ongelmia tuottivat mm. värjäysten yh-
teydessä pakkassää ja mikroskoopin useat käyttäjät, jotka muuttivat mikroskoopin manuaali-
sia asetuksia omiin näytteisiinsä sopiviksi. 
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 Sähköfysiologiset kokeet teki Vesa Paajanen, jolla on menetelmästä vankka kokemus. Yk-
sittäisten kanavien vasteita saatiin mitattua ainoastaan muutamasta solusta, joten toistoja li-
säämällä tuloksista saataisiin luotettavampia. Täytyy myös muistaa, että HEK293-solujen eri 
kloonit aiheuttavat vaihtelua mittaustuloksiin (Babnigg et al. 2000). Tämä HEK293-soluista 
johtuva vaihtelu on huomioitava tuloksissa. Mikäli jatkossa tutkitaan esimerkiksi siirtäjäprote-
iinien vaikutusta ionikanavien ekspressioon solukalvolla, tulosten vaihtelua voidaan pienentää 
käyttämällä indusoitavia konstrukteja (Thomas & Smart 2005). Tällöin mittaus voidaan tehdä 
samasta solusta ennen ja jälkeen induktion. Solujen heterogeenisyys ja kanavageenien mah-
dolliset mutaatiot voivat vaikuttaa sähköfysiologisten vasteiden lisäksi myös kanavien solun-




Tässä työssä käytetyillä menetelmillä saatiin vastaukset tutkielman alussa esitettyihin hypo-
teeseihin ja saavutettiin tutkimukselle asetetut tavoitteet. Aikaisempaan kirjallisuuteen perus-
tuvan ensimmäisen hypoteesin vastaisesti Kir2HA-kanavien solunulkoisen alueen muokkaus 
vaikutti ionikanavien toimintaan HEK293E-soluissa. Vaikka muokatuista geeneistä tuotettiin 
toiminnallisia kanavia, HA-Tag:n lisäys vaikutti kanavien sähköfysiologisiin vasteisiin mm. 
pienentämällä kanavien konduktanssia. Farmakologiset vasteet pysyivät villityypin kanavien 
kaltaisina. Koska nisäkäslajien Kir2-kanavien yhteydessä HA-Tag:llä ei ole raportoitu vastaa-
vaa, tulisi selvittää, liittyykö havaittu ilmiö ainoastaan kirjolohen kanaviin. Tämä voitaisiin 
selvittää varmistamalla saadut tulokset ja mittaamalla vasteita muiden lajien vastaavalla taval-
la merkityistä Kir2.1 ja Kir2.2-kanavista. 
 Hypoteesin 2 mukaisesti epitooppimerkittyjä ja villityypin Kir2.2-kanavia tuotiin solukal-
volle yhtä tehokkaasti. Näin ollen kanavaan liitetty HA-Tag ei vaikuttanut kanavien solun-
sisäiseen siirtoon. Kir2.1HA- ja Kir2.2HA-kanavien kalvolle siirrossa havaittiin kuitenkin 
ajallinen ero, jollaista aikaisemmin ei tietääkseni ole raportoitu. Kir2.1HA-kanavat voitiin 
havaita HEK293E-solujen solukalvolla 12 tuntia geenisiirron jälkeen, mutta Kir2.2HA-
kanavat vasta 24 tunnin kuluttua. Havainto oli hypoteesin 2 vastainen. Tarkemmat ekspres-
sionopeudet voitaisiin määrittää tihentämällä havainnointipisteitä ja parantamalla immuno-
fluoresenssimenetelmän erotuskykyä edellisessä kappaleessa mainituilla tavoilla. Lisäksi so-
luissa syntetisoitujen HA-merkittyjä kanavien ilmestymistä solukalvolle voitaisiin havainnoi-




 Tässä pro gradussa saatujen tulosten ja aikaisempien havaintojen perusteella näyttää to-
dennäköiseltä, että Kir2.1 ja Kir2.2 kuljetetaan solukalvolle eri mekanismeilla. Tutkimus 
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MUTAATIO-PCR omKir2.1HA               LIITE 1 (1/3) 
 
1. PCR (omKir2.1HA) 
 
Tarvikkeet: 
 templaatti (600 ng/PCR-reaktio): omKir2.1A-pcDNA3.1zeo(+) 
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om21 HA F1, om21 P R0, om21 HA R1 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase (1 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 10x Buffer for DyNAzyme™ EXT 
 dNTP (10 mM) 
 






omKir2.1A-pcDNA3.1zeo(+) (0,6 g/l) 1 10 
10x Buffer for DyNAzyme™ EXT 2,5 25 
dNTP (10 mM) 0,5 5 
DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase (1 U/µl) 0,75 7,5 
steriili H2O 17,25 172,5 
Yhteensä: 22 220 
 
2. 10x reaktioseoksesta pipetoidaan kahteen putkeen 88 µl/putki 
3. Pipetoidaan toiseen putkeen alukkeet F0 ja R1 ja toiseen alukkeet F1 ja R0 
 
 A(F0 + R1) 
µl 
B(F1 + R0) 
µl 
om22 P F0 (10 µM) 6 - 
om21 HA F1 (10 µM) - 6 
om21 P R0 (10 µM) - 6 
om21 HA R1 (10 µM) 6 - 
 
4. Jaetaan kumpikin reaktioseos neljään PCR-putkeen 25 µl/putki 
5. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR_1 (30 sykliä) 
1 94 °C 5 min 
2c 94 °C 1 min 
3c 62 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6 4 °C  ∞ 
 
6. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaan. 
Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O 
7. Pitoisuudet mitataan Nanodrop® ND-1000:lla. Nollausreagenssi ster. H2O ja näytetilavuus 
1,5 µl. 
  
2. PCR (omKir2.1HA)                  LIITE 1 (2/3) 
 
Tarvikkeet: 
 Templaatit (100 ng/PCR-reaktio): 1. PCR:n puhdistetut reaktiotuotteet A ja B  
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om21 HA F2, om21 P R0, om21 HA R2 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 5x Phusion®HF Buffer 
 dNTP (10 mM) 
 
 





C(F0 + R2) 
4x 
µl 
D(F2 + R0) 
4x 
µl 
A (77,8 ng/µl) 1,5 6 - 
B (36,1 ng/µl) 3 - 12 
5x Phusion
®
HF Buffer 4 16 16 
dNTP (10 mM) 0,4 1,6 1,6 
Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 0,2 0,8 0,8 
om22 P F0 (10 µM)  4 - 
om21 HA F2 (10 µM) alukkeita  - 4 
om21 P R0 (10 µM) 2 x 1 µl - 4 
om21 HA R2 (10 µM)  4 - 
steriili H2O ad. 20 47,6 41,6 
Yhteensä: 20 80 80 
 
2. Jaetaan kumpikin reaktioseos neljään PCR-putkeen 20 µl/putki 
3. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR1Phusion (30 sykliä) 
1 98 °C 5 min 
2c 98 °C 1 min 
3c 62 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6 4 °C  ∞ 
 
4. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaan. 
Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O 




3. PCR (omKir2.1HA)                  LIITE 1 (3/3) 
 
Tarvikkeet: 
 Templaatit: 2. PCR:n puhdistetut reaktiotuotteet C ja D 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 5x Phusion®HF Buffer 
 dNTP (10 mM) 
 






C (134 ng/µl) 4 8 
D (82 ng/µl) 4 8 
5x Phusion
®
HF Buffer 8 16 
dNTP (10 mM) 0,8 1,6 
Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 0,4 0,8 
steriili H2O 22,8 45,6 
Yhteensä: 40 80 
 
2. Jaetaan reaktioseos kahteen PCR-putkeen 40 µl/putki 
3. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR2Phusion (3 sykliä) 
1c 98 °C 1 min 
2c 62 °C 30 s 
3c 72 °C 30 s 
4 4°C  ∞ 
 
4. PCR (omKir2.1HA) 
 
Tarvikkeet: 
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om21 P R0 
 
1. Lisätään 3. PCR:n reaktiotuotteisiin (2 putkea) alukkeet om22 P F0, om21 P R0. 
Kumpaakin aluketta pipetoidaan 2 µl/putki. 
2. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR1Phusion (30 sykliä) 
1 98 °C 5 min 
2c 98 °C 1 min 
3c 62 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6 4 °C  ∞ 
 
6. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaan. 
Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O. 
7. Pitoisuudet mitataan Nanodrop® ND-1000:lla. Nollausreagenssi ster. H2O ja näytetilavuus 
1,5 µl.  
  
MUTAATIO-PCR omKir2.2HA               LIITE 2 (1/3) 
 
1. PCR (omKir2.2HA) 
 
Tarvikkeet: 
 templaatti (600 ng/PCR-reaktio): omKir2.2A-pcDNA3.1zeo(+) 
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om22 HA F1, om22 P R0, om22 HA R1 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 5x Phusion®HF Buffer 
 dNTP (10 mM) 
 
 





A(F0 + R1) 
4x 
µl 
B(F1 + R0) 
4x 
µl 
omKir2.2A-pcDNA3.1zeo(+) (0,3 g/l) 2 8 8 
5x Phusion
®
HF Buffer 4 16 16 
dNTP (10 mM) 0,4 1,6 1,6 
Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 0,2 0,8 0,8 
om22 P F0 (10 µM)  4 - 
om22 HA F1 (10 µM) alukkeita  - 4 
om22 P R0 (10 µM) 2 x 1 µl - 4 
om22 HA R1 (10 µM)  4 - 
steriili H2O 11,4 45,6 45,6 
Yhteensä: 20 80 80 
 
2. Jaetaan kumpikin reaktioseos neljään PCR-putkeen 20 µl/putki 
3. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR1Phu60 (30 sykliä) 
1 98 °C 5 min 
2c 98 °C 1 min 
3c 60 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6 4 °C  ∞ 
 
4. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaan. 
Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O 




2. PCR (omKir2.2HA)                  LIITE 2 (2/3) 
 
Tarvikkeet: 
 Templaatit (100 ng/PCR-reaktio): 1. PCR:n puhdistetut reaktiotuotteet A ja B  
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om22 HA F2, om22 P R0, om22 HA R2 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 5x Phusion®HF Buffer 
 dNTP (10 mM) 
 
 





C(F0 + R2) 
4x 
µl 
D(F2 + R0) 
4x 
µl 
A (106,7 ng/µl) 1 4 - 
B (97 ng/µl) 1 - 4 
5x Phusion
®
HF Buffer 4 16 16 
dNTP (10 mM) 0,4 1,6 1,6 
Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 0,2 0,8 0,8 
om22 P F0 (10 µM)  4 - 
om22 HA F2 (10 µM) alukkeita  - 4 
om22 P R0 (10 µM) 2 x 1 µl - 4 
om22 HA R2 (10 µM)  4 - 
steriili H2O ad. 20 49,6 49,6 
Yhteensä: 20 80 80 
 
2. Jaetaan kumpikin reaktioseos neljään PCR-putkeen 20 µl/putki 
3. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ohjelmalla PCR1Phu60 (30 sykliä) 
1 98 °C 5 min 
2c 98 °C 1 min 
3c 60 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6 4 °C  ∞ 
 
4. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen mukaan. 
Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O 




3. PCR (omKir2.2HA)                  LIITE 2 (3/3) 
 
Tarvikkeet: 
 Templaatit: 2. PCR:n puhdistetut reaktiotuotteet C ja D 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 5x Phusion®HF Buffer 
 dNTP (10 mM) 
 






C (121 ng/µl) 4 8 
D (99,5 ng/µl) 4 8 
5x Phusion
®
HF Buffer 8 16 
dNTP (10 mM) 0,8 1,6 
Phusion
®
 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) 0,4 0,8 
steriili H2O 18,8 37,6 
Yhteensä: 36 72 
 
2. Jaetaan reaktioseos kahteen PCR-putkeen 36 µl/putki 
3. Ajetaan PCR MJ Research PTC-200:lla, ohjelmalla PCR2Phu6 (4 sykliä) 
1c 98 °C 1 min 
2c 60 °C 30 s 
3c 72 °C 30 s 
4 4°C  ∞ 
 
4. PCR (omKir2.2HA) 
 
Tarvikkeet: 
 alukkeet (10 µM): om22 P F0, om22 P R0 
 
1. Lisätään 3. PCR:n reaktiotuotteisiin (2 putkea) alukkeet om22 P F0, om22 P R0. 
Kumpaakin aluketta pipetoidaan 2 µl/putki. 
2. Ajetaan PCR MJ Research PTC-200:lla, ohjelmalla PCR3Phu6 (30 sykliä) 
1 98 °C 5 min 
2c 98 °C 1 min 
3c 60 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 72 °C 7 min 
6      4 °C  ∞ 
 
3. Puhdistetaan QIAquick® PCR Purification Kit:llä (QIAGEN) valmistajan ohjeen 
mukaan. Eluoidaan kumpikin reaktiotuote 50 µl:aan ster. H2O. 
4. Pitoisuudet mitataan Nanodrop® ND-1000:lla. Nollausreagenssi ster. H2O ja 
näytetilavuus 1,5 µl.   
  








TRANSFORMAATION SEULONTA-PCR             LIITE 4 
 
Seulonta-PCR:ssä tarkistetaan transformaation onnistuminen eli siirretyn geenin esiintyminen 
maljalle kasvaneessa bakteeripesäkkeessä. 
 
Tarvikkeet: 
 templaatti: bakteeria maljalta 
 alukkeet:  Kir2.1+HA-Tag: om21 HA F2 ja om21 P R0 
Kir2.2+HA-Tag: om22 HA F2 ja om22 P R0 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 DNA-polymeraasi: DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase (1 U/µl) 
 DNA-polymeraasin puskuri: 10x Buffer for DyNAzyme™ EXT 
 dNTP (1 mM) 
 LB-Agar-Amp-malja 
 










H2O 18 180  270  378 
10x Buffer for DyNAzyme™ EXT 2,5 25 37,5 52,5 
1 mM dNTP 1,25 12,5 18,8 26,25 
aluke F2 1,25 12,5 18,8 26,25 
aluke R0 1,25 12,5 18,8 26,25 
DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase (1 U/µl) 0,25 2,5 3,75 5,25 
Yhteensä: 24,5 245 367,65 514,5 
 
2. Valitusta pesäkkeestä poimitaan bakteeria pipetinkärjellä 
3. Vedetään pipetinkärjellä viiva puhtaalle LB-Agar-Amp-maljalle puhdasviljelmää varten 
4. Huuhdellaan loput bakteerit pipetinkärjestä reaktioseokseen templaatiksi 
5. Ajetaan PCR MJ Research PTC-200:lla, ohjelmalla Pika1 (31 sykliä): 
1 96 °C 2 min 
2c 94 °C 30 s 
3c 52 °C 30 s 
4c 72 °C 30 s 
5 10 °C ∞ 
 
6. PCR-tuote (10 µl) ajetaan geelillä oikeankokoisen tuotteen varmentamiseksi. 
7. Pesäkkeet, joissa seulonta-PCR antaa oikean kokoisen tuotteen ja jotka kasvavat myös 
viivamaljalla, siirretään liuoskavatukseen. 
  
  
SEKVENSOINTI                    LIITE 5 (1/2) 
 
Sekvensointia varten eristetystä DNA:sta ajetaan sekvensointi-PCR-ajot, jonka jälkeen 





 templaatit: eristetyt plasmidit 
 alukkeet:  Kir2.1+HA-Tag: om22 P F0, om21 P R0 
Kir2.2+HA-Tag: om22 P F0, om22 P R0 
 PCR-putket 
 steriili vesi 
 BigDye® Ready Reaction Mix-reaktioseosta 
 BigDye® Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5x)-puskuria 
 









 Ready Reaction Mix 2 2 
BigDye
®
 Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5x) 1 1 
templaatti:eristetty DNA 500 ng 500 ng 500 ng 
aluke F0 1 - 
aluke R0 - 1 
H2O ad 10 ad 10 
Yhteensä: 10 10 
 
2. Ajetaan PCR BIOER XP Cycler:llä, ABI-kansion ohjelmalla ”Perus” (30 sykliä) 
1c 96 °C 10 s 
2c 50 °C 5 s 
3c 60 °C 4 min 




 80 % EtOH 
 75 % EtOH 
 Applied Biosytems Hi-Di™ formamidia (pakkasessa) 
 kumitulpat putkiin 
 
1. Lisää PCR-tuotteen sisältävään putkeen 80 µl 80 % EtOH, vortexoi, inkuboi 15 min, RT 
2. Fuugaa 20 min 14800 rpm, RT → poista supernatantti 
3. Lisää 250 µl 75 % EtOH ja fuugaa 5 min 14800 rpm, RT → poista supernatantti 
4. Kuivaa sakkaa 5 min Speed Vac® Plus sc 110A:lla, RT 
5. Lisää 48 µl Hi-Di formamidia, sekoita pipetillä. Lyhyt vortexointi ja spinnaus 
pöytäfuugilla. 
6. Leikkaa PCR-putkien korkit pois, laita putkiin sekvensointiin tarkoitetut kumitulpat. 
  
  




Näytteet analysoidaan ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer-sekvensaattorilla. 
 
1. Avaa laitteen etukansi ja poista näytteensyöttökapillaaria suojaava vesiputki! 
2. Sulje etukansi ja kytke laite päälle (katkaisija laitteen takana vasemmalla). 
3. Avaa laitteen etukansi ja paina TRAY-näppäintä. Näytetarjotin tulee esiin. 
4. Avaa laitteeseen yhdistetyltä tietokoneeltaABI-Prism-ohjelma. Valitse File/New/Seq 
sample list 48 tray ja nimeä näytteet listaan. Kirjoita viimeiseksi näytteeksi ”Laser off” 
5. Tallenna lista ja laita näytteet koneeseen, TRAY-näppäin vie näytetarjottimen 
paikalleen. Sulje etukansi. 
6. Kun näytteet ovat paikallaan, valitse File/New/Seq injection list ja valitse luotu 
näytelista. 
 Laser off:n kohdalle: Laser off baseline 1 min ja analysoinnista ruksi pois 
7. Paina RUN. 
8. Jos sekvenssi on huonoa tai liian lyhyt, aja näytteet uudestaan, tarkasta laite (esim. onko 
polymeerissä kuplia tms.) ja tee tarvittaessa uudet näytteet. 
  
  
TRANSFEKTIO                      LIITE 6 
 
Transfektiossa haluttu proteiinia koodaava DNA siirretään väliaikaisesti viljeltävien 
eukaryoottisolujen sisään (transient transfection). 
 
Tarvikkeet: 
 Edellisenä päivänä jaetut solut (Ø 35 mm maljalla, jossa liekitetyt Ø 16 mm 
peitinlasit) 
 Effectene® Transfection Reagent-reagenssipakkaus (sis. EC-puskuri, transfektion 
vahvistaja (enhancer) ja transfektioreagenssi) 
 Solujen kasvatusliuosta 
 Steriilit pipetit ja filtterilliset pipetinkärjet 
 Steriilejä eppendorf-putkia 
 Jäteastia 
 
1. Pipetoi 0,9 µg DNA:ta eppendorf-putkeen (ko-transfektiossa eGFP-pcDNA3.1:n osuus 
1/3 kokonais-DNA:sta) 
2. Lisää EC-puskuria niin, että kokonaistilavuudeksi tulee 75 µl 
3. Lisää 7,2 µl enhanceria ja sekoita pipetillä roiskimatta 10x 
4. Inkuboi 2 – 5 min 
5. Lisää 15 µl transfektioreagenssia, sekoita pipetillä 10x 
6. Inkuboi 5 – 10 min 
7. Pese maljan solut 2x (2 ml) kasvatusliuoksella 
8. Lisää maljalle 0,8 ml kasvatusliuosta 
9. Lisää transfektioliuosta sisältävään eppendorf-putkeen 0,4 ml kasvatusliuosta, sekoita 
varovasti pipetillä ja siirrä tippoina maljalle 
10. Inkuboi soluviljelykaapissa + 37 °C, 5 % CO2 
11. Mikäli soluissa on nähtävissä sytotoksisia merkkejä, vaihda soluille niiden normaali 
kasvatusliuos noin 12 h jälkeen (valmistajan suositus 6 – 18 h jälkeen) 
  
  
IMMUNOFLUORESENSSIVÄRJÄYS: anti-HA (Alexa Fluor 594)    LIITE 7 
 
Tarvikkeet: 
 solumalja, jossa transfektoidut solut (maljalla 2 peitinlasia) 
 jätepullo 
 vesi-imu 
 tyhjiä maljoja 
 pinsetit 
 objektilaseja, peitinlaseja 
 Shandon Immu-Mount™-liima 
 
Tarvittavat liuokset: 
 PBS, pH 8 
 PBS + 3 % PFA (valmiina pakkasessa) 
 PBS + 5 % FBS (2,5 ml FBS ad. 50 ml PBS) 
 PBS + 1 % FBS (0,5 ml FBS ad. 50 ml PBS) 
 PBS + 5 % FBS + 0,3 % Triton X-100 (2 ml PBS + 5 % FBS + 6 µl Triton X-100) 
 PBS + 1 % FBS + 0,3 % Triton X-100 (2 ml PBS + 1 % FBS + 6 µl Triton X-100) 
 PBS + 0,1 % Triton X-100 (5 ml PBS + 5 µl Triton X-100) 
 PBS + 0,1 % bisBenzimide H 33258 (2 ml PBS + 2 µl bisBenzimide H 33258) 
 
Värjäys: 
1. Siirrä solumaljalta toinen peitinlasi tyhjälle maljalle. 
2. Poista medium maljalta pipetillä jäteastiaan (hävitetään, kuten soluviljelyjäte). 
3. Pese PBS:lla 2 x 5 min, 1 ml /malja. Poista pesuliuokset pipetillä jäteastiaan. 
4. Pipetoi 1 ml PBS+ 3 % PFA, inkuboi 10 min. Poista liuos imulla. 
5. Pese PBS:lla 3 x 5 min.  
6. Blokkaus 1h: 
 Solunulkoinen värjäys: PBS + 5 % FBS, 1 ml/malja 
 Solunsisäinen värjäys: PBS + 5 % FBS + 0,3 % Triton X-100, 1 ml/malja 
7. Blokkausliuos imulla pois, EI PESUJA! 
8. Vasta-ainevärjäys 1h: 
 Solunulkoinen värjäys: PBS + 1 % FBS +1 µg/ml Alexa Fluor Anti-HA, 1 
ml/malja (1 ml PBS + 1 % FBS + 1 µl Alexa Fluor Anti-HA) 
 Solunsisäinen värjäys: PBS + 1 % FBS + 0,3 % Triton X-100 + 1 µg/ml Ale-
xa Fluor Anti-HA, 1 ml/malja (1 ml + 1 µl) 
9. Pese PBS:lla 3 x 5 min 
10. Pese solut vielä PBS + 0,1 % Triton X-100:lla 2 x 5 min 
11. Värjää DNA-rakenteet: PBS + 1:1000 bisBenzimide H 33258:lla. Inkuboi 2-5 min. 
12. Pese PBS:llä 3 x 5 min. 
13. Liimaa peitinlasit objektilasille vajaalla tipalla Shandon Immu-Mount™-liima. Anna 
kuivua seuraavaan päivään. 
 
